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1.1 CARACTERÍSTICAS  MICROBIOLÓGICAS DE  Helicobacter 
pylori. 
1.1.1 Historia 
La mayoría de las infecciones bacterianas del hombre se describieron a comienzos 
del siglo XX, por ello es extraordinario que el descubrimiento de Helicobacter como 
bacteria de gran importancia en medicina, se retrasara hasta los años ochenta. Cuando en 
el año 1981 Marshall y Warren inician un estudio prospectivo en pacientes que acuden a 
consulta para ser sometidos a endoscopia oral, seguramente no eran conscientes de la 
revolución que iban a originar en el mundo de la Medicina. Hasta entonces si a alguien se 
le hubiera ocurrido decir que las úlceras gastroduodenales podían ser curadas con 
tratamiento antibiótico, le habrían tachado de loco. En ese trabajo, realizado en el Royal 
Perth Hospital de Australia, lograron visualizar bacterias helicoidales en la superficie de 
la mucosa gástrica en el 98 % de las gastritis crónicas y en el 80 % de los pacientes con 
úlcera gástrica, utilizando la tinción de plata de Warthin-Starry (Warren 1983, Marshall 
1984a). 
Pero la visualización de las bacterias espirales en el estómago no era algo nuevo. 
Las primeras descripciones se remontan a finales del siglo XIX, habiendo sido descritas 
en estómagos de perros y gatos (Rappin 1881, Bizzozero 1893). Tras confirmar dichos 
hallazgos en animales, Salomon buscó las bacterias helicoidales en estómagos humanos 
donde también las observó (Salomon 1896). Aunque fue Jaworski el primero que sugirió 
un posible papel patógeno en la enfermedad gástrica (Jaworski 1899). Resulta curioso 
que, a pesar de que en 1906 Krienitz encontrara estos organismos en pacientes con cáncer 




siendo un estudio que podría haber despertado una gran curiosidad científica al apoyar la 
hipótesis patógena. Ese año, Doenges realiza el primer estudio sistemático en busca de 
las bacterias helicoidales en estómagos humanos (Doenges 1938). Un año más tarde, 
Freedberg y Berron consiguen relacionar estos microorganismos con las úlceras gástricas, 
habiendo observado este tipo de bacterias helicoidales en un porcentaje similar de 
muestras que poseían patología gástrica (Freedberg 1940). Pero esta controversia 
existente sobre la teoría infecciosa de la patología gastroduodenal pareció quedar 
supuestamente zanjada cuando en el año 1954 Palmer realiza un meticuloso estudió en 
más de 1100 biopsias gástricas y no encontró evidencia de bacterias espirales en ninguna 
de ella (Palmer 1954). Desde entonces quedó asumida la idea de que el estómago era un 
órgano estéril y que las bacterias vistas en biopsias eran fruto de la contaminación 
microbiana de la boca. 
Tuvieron que pasar más de 20 años para que se volviera a sugerir la posibilidad de 
que la infiltración leucocitaria en la enfermedad ulcerosa se debía a una bacteria. Steer y 
Colin Jones en 1975, al estudiar muestras de pacientes con úlcera gástrica, observaron 
con microscopía electrónica la existencia de microorganismos espirales en la mucosa 
gástrica asociados a respuesta inflamatoria (Steer 1975).  
Y es aquí donde volvemos a encontrarnos con Marshall, Warren y Goodwin. 
Como hemos podido comprobar, el hecho de observar bacterias curvadas en secciones 
histológicas de biopsias gástricas de enfermos de gastritis no era algo nuevo. Lo que sí 
marcaría un hito en la historia de la Microbiología es que por primera vez y tras varios 
intentos fallidos lograron cultivar la bacteria helicoidal de biopsias de antro gástrico  




(Skirrow 1977). Pero en vez de incubar las placas las 48 horas propuestas por Skirrow 
permanecieron siete días incubándose al coincidir con el periodo vacacional de Semana 
Santa. En un principio Marshall  sugiere que podrían pertenecer al género Spirillum 
proponiendo posteriormente el nombre formal de Campylobacter pyloridis siendo 
revisado en 1987 para adaptarse a las formas gramaticales latinas correctas y apareciendo 
en las publicaciones científicas como Campylobacter pylori (Marshall 1987).  
Posteriormente estudios de secuenciación de la región 16S del RNA ribosómico 
demostraron que la especie denominada Campylobacter pylori era distinta de las especies 
de Campylobacter descritas hasta entonces. En 1989 se adoptó la nueva denominación de 
Helicobacter, pasando a denominarse Helicobacter pylori (Goodwin 1989). 
En España el primer trabajo donde se describe el aislamiento de Helicobacter 
pylori en pacientes con patología gastroduodenal se publicó en 1985 (López-Brea 1985). 
Ese mismo año Marshall demuestra que dicho microorganismo cumple los postulados de 





El genero Helicobacter junto con Campylobacter, Arcobacter, Sulfurospirillum y 
Wollinella forma parte de la clase Epsilobacteria en la subdivisión Thiobacteria de la 
división Proteobacteria (Cavalier-Smith 2002). 
El género fue propuesto por primera vez en 1989 e incluyó a las especies 




gástrica humana y de los hurones, respectivamente (Goodwin 1989). La consecuente 
revisión de géneros próximos llevó a la inclusión de Helicobacter cinaedi y Helicobacter 
fennelliae, que habían estado incluidas también en Campylobacter. 
 
H.  pylori es un bacilo gramnegativo, curvado y microaerofílico que se encuentra 
en la mucosa gástrica del estómago humano. H. pylori tiene una morfología espiral en 
forma de sacacorchos cuando se encuentra en la mucosa gástrica y menos espiral cuando 
crece en medios artificiales, esta forma se puede perder en los cultivos más viejos o 
sometidos a situaciones no favorables para su crecimiento adoptando forma cocoide. 
Presenta un tamaño de 0,5 a 1,0 micras de ancho y de 3 micras de largo. Tiene de 2 a 6 
flagelos monopolares, fundamentales para su movilidad, y que están recubiertos por una 
vaina de estructura lipídica, igual que la membrana externa, que parece tener la misión de 
proteger a los flagelos de su degradación del medio ácido (Amieva 2008).  
Su temperatura óptima de crecimiento se  produce a 37 ºC, aunque puede 
desarrollarse en un rango de 35 a 39 ºC en microaerofilia, y para su cultivo se requieren 
medios suplementados con suero o sangre entre el 5% y 10%, los cuales pueden actuar 
como fuentes adicionales de nutrientes y la protegen de efectos tóxicos de los ácidos 
grasos de cadena larga. El efecto de estos ácidos grasos también puede ser evitado por la 
adición de suplementos como β-ciclodextrinas, IsoVitaleX o por la adición de carbón 
activado en el medio de cultivo (Mégraud 1995).  
 
Las especies de Helicobacter son quimioorganotrofas y tienen un metabolismo 




ocurre la oxidación de glucosa. Tienen, al menos parcialmente, las vías metabólicas 
Entner-Doudoroff, de pentosas fosfato, y el ciclo de ácidos tricarboxílicos, pero la vía del 
glioxilato está ausente. No hidrolizan gelatina, almidón, caseína o tirosina, son rojo de 
metilo y Voges-Proskauer negativos. La actividad de oxidasa, ureasa y catalasa está 
presente en Helicobacter pylori, enzimas muy útiles para su identificación. 
Aunque H. pylori es muy homogéneo en cuanto a sus características bioquímicas, 
presenta una importantísima variabilidad  antigénica. Esto es debido a que existen 
muchos genes que codifican proteínas de membrana y además entre ellas pueden darse 
distintos procesos de recombinación. 
 
 
1.1.3 Cultivo de Helicobacter pylori. 
Helicobacter pylori es un microorganismo capaz de crecer en distintos medios de 
cultivo si bien requiere diferentes factores de crecimiento. Los medios de cultivo sólidos 
más frecuentes son Agar Mueller-Hinton y Agar Columbia y los suplementos más 
comúnmente empleados son la sangre o derivados de ella. Es difícil de cultivar en medio 
líquido aunque se logra con menor dificultad a partir de caldo de Brucella, infusión 
cerebro-corazón, Mueller-Hinton y tripticasa soja, todos ellos suplementados con 
nutrientes (Mégraud 1997).  
Para el aislamiento primario, con el objetivo de evitar el sobrecrecimiento de 
contaminantes que pueden acompañar a H. pylori en la biopsia es necesaria la utilización 




antibióticos como el suplemento de Dent, que contiene vancomicina, trimetoprim, 
cefsoludina y anfotericina B. 
 
H. pylori es un microorganismo microaerofílico que requiere para su crecimiento 
una atmósfera con las siguientes características: 5-10% de O2, 5-10% de CO2 y 80-90% de 
N2 a 35-37ºC, una humedad del 90-95% y una incubación de hasta 10 días antes de 
considerar negativo el cultivo. 
 
 
1.2 FACTORES DE PATOGENICIDAD DE H. pylori. 
La infección por Helicobacter pylori origina prácticamente siempre gastritis 
crónica. Sin embargo, las complicaciones principales (úlcera péptica, adenocarcinoma y 
linfoma gástrico) se desarrollan solo en una minoría de personas infectadas, 
predominantemente en hospedadores adultos.   
 
Uno de los retos de la investigación de H. pylori es la identificación de los 
factores de virulencia predictivos de la progresión de la infección. Se han propuesto 
varios factores de virulencia como cagA, vacA y babA, entre otros. Aunque se han 
asociado con un mayor riesgo de enfermedad ulcerosa péptica, adenocarcinoma gástrico 
o linfoma tipo MALT, ninguno de ellos implica por si mismo el desarrollo de una 
enfermedad en concreto. Esta asociación aumenta cuantos más factores de virulencia 





 Los factores de virulencia son productos bacterianos o estrategias que 
contribuyen a la patogenicidad. Las bacterias necesitan penetrar en el organismo hasta 
llegar a la zona donde van a persistir y producir su efecto patógeno. 
 
H. pylori origina una fuerte respuesta inmune, humoral y celular en la mucosa 
gástrica; aunque con esto no consigue eliminar la infección y se producen daños en el  
epitelio gástrico. Tras la colonización, H. pylori libera sustancias toxicas que estimulan la 
respuesta inmunológica local en la que fundamentalmente participan los neutrófilos. 
Después se produce una amplificación de la respuesta inflamatoria por la interacción de 
linfocitos, neutrófilos, macrófagos, células mastoides y células no inmunes que liberan 
gran cantidad de mediadores químicos. La ulcera péptica, el adenocarcinoma y el linfoma 
gástrico son complicaciones de esta inflamación crónica (Allen 2008). 
 
 
1.2.1 Factores de patogenicidad que contribuyen a la colonización de la mucosa 
gástrica. 
H. pylori posee factores de virulencia que ayudan a la colonización del epitelio 
superficial, la profundidad de las criptas y el espacio entre las células epiteliales.  
 
- UREASA: la ureasa es la enzima mas abundante producida por H. pylori y 
su actividad depende del pH alrededor de la bacteria. El hábitat natural de H. pylori se 
encuentra por debajo de la capa mucosa, donde el pH se aproxima a la neutralidad 




la colonización o de las bajadas de pH que pueden ocurrir por daños mecánicos en la 
mucosa, se basa en acumular una gran cantidad de ureasa en el citoplasma, en el 
espacio periplásmico y en la superficie de la bacteria. La ureasa es una metaloenzima 
que cataboliza la hidrólisis de la urea presente en el estómago en amonio y dióxido de 
carbono. El amonio producido aumenta el pH, elevándolo hasta 6 ó 7 en su entorno. 
De este modo puede alcanzar la superficie de las células de la mucosa, donde el pH es 
prácticamente neutro.  
La ureasa se regula puesto que un aumento excesivo de la alcalinidad debida 
al NH4+ producido mataría a la bacteria. La regulación se produce mediante un 
transportador dependiente de pH. El transportador UreI  permite la entrada de urea 
pero una vez que el pH alcanza el valor de 6-7, se inactiva. 
El NH4+ liberado va a producir una serie de daños que afectan a la 
microcirculación y a las células epiteliales superficiales. Origina una necrotización del 
tejido profundo; colabora en el desarrollo de gastritis atrófica crónica humana y 
facilita el incremento de infecciones virales y la carcinogénesis.  
 
- SISTEMAS ANTIOXIDANTES: H. pylori es una bacteria microaerofílica 
vulnerable a la toxicidad de O2. Durante el proceso de colonización H. pylori 
promueve una fuerte respuesta inflamatoria mediada por neutrófilos y macrófagos, que 
generan una cantidad de metabolitos reactivos del oxígeno. H. pylori cuenta con 
mecanismos para la detoxificación de estos metabolitos, así como para la reparación 
de los daños sufridos que favorecen su supervivencia en el tejido inflamado. Entre los 




la enzima superóxido dismutasa, que cataliza la transformación del superóxido en 
peróxido de hidrogeno; la catalasa o peroxidasa, que cataliza la descomposición del 
peróxido de hidrógeno en agua y oxigeno; las peroxirredoxinas, que catalizan la 
reducción de peróxido de hidrógeno, peroxinitrito y otros hidroperóxidos orgánicos a 
sus correspondientes alcoholes y la flavo proteína MdaB, una NADPH quinona 
reductasa, que H. pylori expresa cuando debe compensar la perdida de los principales 
componentes antioxidantes. Además, el sistema tiorredoxina cataliza los procesos de 
oxidación-reducción, tiol dependientes, de un gran número de enzimas 
detoxificadoras. La actividad enzimática de la catalasa, superóxido dismutasa y las 
peroxirredoxinas está incrementada en las cepas cagA positivas. 
A veces los sistemas de detoxificación no son suficientes y puede existir  
oxidación. Para ello H. pylori cuenta con un mecanismo para reparar el DNA dañado, 
como las proteínas RecA, UvrABC, endonucleasa III, MutS y RuvC. 
 
La proteína NAP (Neutrophil activating protein), codificada por el gen napA, 
fue identificada primeramente como una proteína que participa en la activación de los 
neutrófilos. Tiene función de bacterioferritina para captar los iones ferrosos libres 
intracelulares que pueden dañar el DNA de H. pylori y protege a H. pylori del estrés 
oxidativo. Puede actuar como adhesina cuando se secreta o se expresa en la superficie 
bacteriana pues tiene afinidad por las ceramidas presentes en las membranas 





- FLAGELOS: la gran movilidad de estas bacterias es fundamental para 
colonizar la mucosa gástrica, según se ha deducido de la infección experimental de 
animales con variantes de H. pylori aflageladas y por tanto no móviles. H. pylori 
posee alrededor de 2 a 6 flagelos monopolares, característica inusual que es distinta 
del resto de proteínas flagelares, las cuales son homo poliméricas. Cada flagelo está 
compuesto por dos flagelinas, FlaA y FlaB. FlaB se localiza en la base del flagelo, 
mientras que la más abundante FlaA, se encuentra en el exterior. La eliminación de 
ambas flagelinas dá como resultado la pérdida de la movilidad, que sin embargo 
conservan una capacidad de adherencia similar a la de tipo silvestre. Además la 
morfología espiral o helicoidal facilita la movilidad en la viscosidad del moco 
gástrico, y la bacteria produce una proteasa que digiere el moco facilitando su avance.  
 
- ADHESINAS: H. pylori se une a las células receptoras del huésped, estas 
son células epiteliales gástricas, a las que se une de una forma específica mediante un 
elevado número de adhesinas utilizando múltiples receptores. Entre ellos hay 
glicerofosfolípidos, sulfátidos, componentes de la matriz extracelular y secuencias 
repetidas de N-acetil-lactosamina o de glicoconjugados. Una sola clase de anticuerpos 
no inhibe por completo la adhesión de la bacteria a las células, por lo que se considera 
que la adherencia de H. pylori se realiza a través de múltiples adhesinas y receptores al 
mismo tiempo (Beswick 2006).  
 
• HpaA (Helicobacter pylori adhesin A): la proteína  HpaA  es una 




muchas de ellas actúa como adhesina. HpaA media la unión a glicoconjugados con 
acido siálido (N-acetil-neuraminil-lactosa) presentes en la superficie de las células 
epiteliales gástricas y en la de los neutrófilos. Está codificada por el gen hpaA. Es un 
antígeno de membrana que es reconocido por los anticuerpos humanos por lo que 
puede ser usado en los ensayos serológicos y para las vacunas. Se ha visto que es 
reconocida por las células presentadoras de antígeno humanas estimulando la 
proliferación de los linfocitos T y B (Nvström  2007). 
 
• BabA (blood antigen binding adhesion): los antígenos de Lewis 
son antígenos fucosilados de grupo sanguíneo (Wirth 1999). Son expresados, además 
de por los eritrocitos, por células epiteliales humanas. H. pylori se une con la adhesina 
BabA a las células epiteliales gástricas a través de los antígenos de Lewis (Wirth 
2006). Esta codificada por los genes babA1 y babA2, aunque solo el gen babA2 es 
funcionalmente activo. La síntesis de BabA puede ser regulada para adaptarse a las 
condiciones medioambientales.  
Se  ha comprobado cómo la unión de H. pylori al receptor gástrico de Lewis 
promueve una respuesta inmune no específica y el desarrollo de autoanticuerpos 
frente a las células productoras de ácido, lo que contribuye a la gastritis crónica y a la 
pérdida de células parietales. Además, la adherencia mediada por BabA participa en 
la distribución de los factores de virulencia que dañan al tejido del hospedador, 





• SabA (sialic acid binding adhesion): se une a los receptores con el 
ácido siálico de los neutrófilos y origina la activación de su respuesta oxidativa 
(Unemo 2005). 
 
• OipA (outer membrane inflammatory protein): todas las cepas 
poseen el gen que codifica para esta adhesina, pero sólo algunas la expresan. Su 
expresión está asociada a una mayor producción de IL-8, aunque no se sabe cual es su 
contribución real a la inflamación gástrica puesto que suele estar asociada a las cepas 
cagA + (Yamoka 2008).  
 
 
1.2.2 Factores de patogenicidad que contribuyen al daño de la mucosa gástrica. 
- VacA (vacuolating citotoxin): la proteína VacA es una toxina codificada por el 
gen vacA, que induce vacuolización en las células epiteliales, la muerte celular y la 
destrucción de la integridad epitelial. Posee una estructura hexamérica y se ensambla 
en la bicapa lipídica celular del hospedador formando un canal selectivo de aniones. 
Produce un gradiente de pH que atrae sustancias alcalinas al interior haciendo que se 
capte agua por ósmosis, lo que origina una vacuolización alrededor del núcleo y más 
tarde el estallido y muerte celular. En el citosol interfiere con el tráfico vesicular de 
los lisosomas. Es producida por aproximadamente el 50% de las cepas de H. pylori. 
La infección por cepas que producen la toxina es más frecuente en pacientes con 
úlcera peptídica y cáncer gástrico que en pacientes que sólo padecen gastritis 




explicación es que el gen vacA tiene una estructura mosaico con varias formas 
posibles de presentación. Cuatro en la secuencia señal, que son s1a, s1b, s1c y s2 y 
tres en la  región media, m1, m2a y m2b. De la combinación de éstos podrían 
generarse distintos genotipos que podrían tener comportamientos más o menos 
agresivos (Yang 1998, Rudi 1998). Así las cepas s1/m1 son más citotóxicas que las 
s1/m2. VacA se une a receptores tioproteínas tirosin-fosfatasa (RPTP) y la 
glicosidación postraslacional de los dominios RPTP pueden implicar diferentes 
respuestas celulares a las cepas  m1 vacA o m2 vacA. Recientemente ha sido descrita 
una nueva región en el gen vacA que es la región intermedia, como se puede ver en la 
figura adjunta (Rhead 2007). Tiene varias posibles formas de presentación, i1 e i2. 
Las cepas con la presentación i1 son más citotóxicas y se encuentran más asociadas 
con la estructura alélica s1m1. Mientras que las cepas i2 se encuentran más 
relacionadas con las cepas con la combinación alélica s2m2 y que suelen presentar un 
mejor pronóstico.  
 






VacA puede llevar a la muerte programada, de forma independiente a la 
vacuolización, pues induce la liberación de citocromo C de las mitocondrias a través 
de la activación de proteínas proapoptóticas Bax y Bak. También puede participar en 
el proceso de la apoptósis a través de la activación del receptor Fas/CD95, a través de 
diversas caspasas y de la ruptura de la membrana mitocondrial que, al afectar a la 
concentración de ATP celular, altera el ciclo celular.  
La presencia de vacA puede inducir la expresión de factor de crecimiento 
vascular endotelial (VEGF) y provocar el desarrollo de procesos tumorgénicos. El 
VEGF está implicado en la neoangiogénesis vía el sistema TLR2/TLR9 y se 
encuentra sobreexpresado en distinto grado en carcinomas humanos dependiendo del 
tipo de cepa bacteriana, lo que podría explicar en parte el distinto potencial 
patogénico. Además, VacA amplifica la respuesta inflamatoria de la mucosa gástrica 
aumentando la expresión de ciclooxigenasa 2, en las células T, neutrófilos y 
macrófagos, que a su vez pueden activar la producción del factor de crecimiento 
vascular endotelial y provocar el desarrollo de procesos tumorgénicos. Aunque no 
están perfectamente definidos los mecanismos por los que la respuesta inmune 
inducida por H. pylori contribuye a la carcinogénesis gástrica, la sobreexpresión de 
COX-2 y VEGF, la activación de NF-κβ y el aumento de citoquinas proinflamatorias 
originan alteraciones morfológicas que llevan al desarrollo de gastritis atróficas y 
metaplasia gastrointestinal (Rudnicka 2004). También está implicada en la alteración 
de las funciones mediadas por integrinas al interactuar con la fibronectina y la 
modulación de la respuesta inmunitaria de granulocitos, monocitos y células B y T, 




lado interrumpe la maduración de los fagosomas en los macrófagos, por lo que la 
bacteria sobrevive dentro de los mismos (Atherton 1997). 
 
- CagA (cytotoxin-associated gene A): la presencia del gen cagA se asocia más con 
síntomas graves, como la gastritis severa, la atrofia de la mucosa, alto riesgo de úlcera 
y cáncer gástrico (Chromvarin 2008). De hecho las cepas procedentes de pacientes 
con úlcera, son cagA positivas en un porcentaje mayor que las cepas procedentes de 
pacientes con gastritis (Erzin 2006, Chiarini 2009). Pero, igual que ocurre con el resto 
de factores de virulencia, en muchas ocasiones no hay asociación entre el genotipo de 
cagA y el estado clínico. Forma parte de la isla de patogenicidad Cag (cagPAI). Las 
islas de patogenicidad son segmentos de DNA que contienen mas de un gen de 
virulencia con la peculiaridad de que una simple delección lleva a la pérdida de al 
menos dos genes de virulencia con segmentos de DNA de más de 30 Kb. Tienen un 
papel fundamental en la contribución a la virulencia de las bacterias patógenas que 
los contienen y en el desarrollo de la enfermedad. En el caso de la isla de 
patogenicidad de H. pylori (CagPAI), tiene un tamaño de 37 a 40 kb y está 
flanqueada por secuencias repetidas directas (direct repeats) de 31 pb. Su contenido 
G + C es del 35% en contraste con el 39% del cuerpo del genoma. Como muchos 
genes de virulencia los genes de la cagPAI no se expresan constitutivamente, sino que 
responden a señales ambientales. Están reguladas por complejos mecanismos que 
pueden activarse o no dependiendo de condiciones microambientales como el nivel 
de oxígeno, la osmoralidad, la fase de crecimiento bacteriano, el pH, presencia o no 




 La cagPAI H. pylori codifica un sistema de secreción de proteínas tipo IV que 
inyecta CagA y peptidoglicanos en las células epiteliales del hospedador. La 
translocación de cagA depende de la presencia de un canal de urea protón 
dependiente UreI. Ante un descenso de pH, cagA se mueve del centro a la porción 
periférica del citoplasma. La proteína inyectada interactúa con un número elevado de 
moléculas de la célula hospedadora.  
La diana molecular de CagA más estudiada es una fosfatasa SHP-2 (proteína 
tyrosine phospatase). En el gen que codifica esta proteína se han encontrado 
mutaciones y polimorfismos que están relacionadas con la  carcinogénesis gástrica. 
La propia activación de SHP-2 por CagA puede contribuir a la proliferación celular 
excesiva. Además, los cambios que se producen en la expresión génica en las células 
epiteliales tras la infección por H. pylori suelen ser dependientes de este sistema de 
secreción codificado por la cagPAI.  
CagA puede variar de tamaño entre las distintas cepas de H. pylori. Esta 
variación proviene de la presencia de un número de repeticiones de una secuencia 
aminoacídica del extremo carboxilo-terminal y puede influir en la patogenicidad de 
las distintas cepas cagA+ debido a que la variación en el numero de sitios de 
fosforilación implica una distinta efectividad en su unión a SHP-2, y por tanto una 
distinta activación. La secuencia aminoacídica que se repite es GLU-PRO-ILE-TYR-
ALA denominada “EPIYA motif”. De acuerdo con la secuencia de aminoácidos que 
flanquea esta secuencia de GLU-PRO-ILE-TYR-ALA, los EPIYA reciben diferente 
nomenclatura: EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C y EPIYA-D. Hay estudios en los que 




repeticiones de EPIYA-C es más frecuente en cepas de H. pylori aisladas de pacientes 
occidentales, mientras que el EPIYA-D lo es en cepas aisladas en pacientes asiáticos 
(Panayotopoulou 2006). 
 Hay una correlación entre la integridad de cagPAI y la gravedad de la 
enfermedad, ya que mutaciones puntuales llevan a la pérdida del sistema de secreción 
tipo IV por lo que no se puede translocar la proteína CagA. La proteína CagA 
translocada aumenta la producción de IL-8. Así mismo, los productos de la cagPAI 
están asociados con un aumento de la producción de otras citoquinas como  la IL-1b, 
TNF-α y del factor nuclear de transcripción NFκβ. Varios estudios han revelado que 
el cagPAI puede presentarse como una única unidad no interrumpida, separándose en 
dos regiones por una secuencia o un fragmento cromosómico  o bien presentarse 
parcialmente deleccionado. También se ha visto que la variabilidad de los EPIYA 
motifs juega un papel importante en la patogénesis producida por H. pylori. Las cepas 
cagA positivas y con número elevado de EPIYA motifs han sido relacionadas con un 
aumento de gastritis crónica y atrofia (Doyle 2001). 
 
La detección del estado cagA se puede realizar de forma directa mediante la 
realización de una PCR al DNA de la cepa a estudiar o de forma indirecta, mediante 
serología. Mediante la PCR se puede detectar el gen cagA, que es un marcador de la 
isla de patogenicidad (Cerezo 2006). La mayoría de estudios moleculares han 
determinado el estatus cagA mediante la presencia o ausencia con primers específicos 




negativas se ha realizado de forma indirecta (la ausencia de amplificación) (Sicinschi  
2003).  
Esto tiene el riesgo de que se produzcan falsos negativos. Además las cepas cagA 
negativas no se detectarían en caso de que existan infecciones mixtas.  
Por esto se han desarrollado detecciones directas para identificar las cepas de 
Helicobacter pylori que poseen la cagPAI. En las cepas cagA positivas, la cagPAI  
está flanqueada por dos secuencias de 31 bp. Sin embargo en las cepas cagA 
negativas esta misma secuencia sólo se encuentra presente en una copia. Usando 
primers de los sitios de inserción que flanquean la cagPAI se amplificará un 
fragmento de las cepas que no poseen la isla de patogenicidad.  
 
Figura 2:  
A. La figura muestra la isla de patogenicidad (PAI) en las cepas cagA positivas. La 
isla de patogenicidad está flanqueada por dos unidades repetidas de 31 pares de bases, 
y solamente se presenta una de estas unidades repetidas en las cepas cagA negativas.   







Mediante métodos serológicos se intentan detectar en el suero del paciente los 
anticuerpos específicos anti-CagA, puesto que la proteína CagA es altamente 
inmunogénica. Se ha observado que más del 95 % de los pacientes infectados con 
cepas cagA positivas desarrollan respuesta inmunológica detectable frente a cagA. 
Los estudios se llevan a cabo mediante la realización de un ELISA o Western Blot 
(López-Brea 1998). Pero es un método que actualmente presenta resultados con 
muchas discrepancias. Éstas se han intentado explicar por distintos motivos: 
posibilidad de infecciones mixtas; falsos positivos; que la proteína CagA no se 
expone lo suficiente al sistema inmune del paciente porque la cepa que le infecta 
desarrolla un sistema secretor defectuoso; variabilidad de la proteína CagA o que la 
respuesta inmunológica no se produzca de forma detectable por estar obstaculizada 
por factores del hospedador. 
 
1.2.3 Otros factores: 
-LPS (lipopolisacárido): el LPS de H. pylori como el de otras especies 
bacterianas, presenta una estructura de tres dominios principales: la capa 
polisacárida externa o cadena específica O, el núcleo oligosacárido y el lípido A. 
La estructura química del LPS de H. pylori, en concreto la cadena específica O, 
puede mimetizar los antígenos de grupo sanguíneo de Lewis. Cuando esto sucede, 
se dice que son cepas que expresan los antígenos de Lewis. La expresión está 
asociada a patologías más severas. Algunos estudios muestran que cepas de H. 




El LPS de H. pylori es bastante inerte comparado con el de otras bacterias gram-
negativas, y puede explicar la capacidad que tiene el microorganismo para evitar 
provocar una respuesta inmunológica eficaz del huésped. No estimula la 
producción de IL-8 en cultivos celulares epiteliales sino sólo y ligeramente en 
monocitos. Al inducir una baja respuesta inmunológica, la infección por H.  pylori 
puede persistir durante más tiempo que aquéllas causadas por bacterias más 
agresivas, produciendo una infección crónica. Un caso similar se observa con 
Bacteroides fragilis que produce un LPS con una estructura parecida al de H. 
pylori y también baja inmunogenicidad. El LPS de H. pylori puede afectar a la 
integridad de la mucosa mediante la modulación de la actividad del pepsinógeno I 
en el estómago. La pepsina, enzima proteolítica, posee una alta capacidad 
mucolítica y puede ayudar a inducir ulceración duodenal. Se ha comprobado que 
los niveles de pepsinógeno gástrico se correlacionan con los niveles de 
pepsinógeno I sérico (componente endocrino del pepsinógeno secretado por  las 
células principales). Además los niveles de pepsinógeno I caen tras la 
erradicación de H. pylori (Salaun 2006).  
 
- Tip α (TNF-α inducing protein): Las proteínas Tipα tienen una potente actividad 
carcinogénica a través de la inducción de TNF-α y la activación de NF-kβ. 







1. 3   CLÍNICA DE LA INFECCIÓN CAUSADA POR H. pylori. 
Cuando H. pylori coloniza la mucosa gástrica humana produce una gastritis 
superficial que puede permanecer así durante el resto de la vida o bien, al cabo de años o 
décadas desarrollar una úlcera péptica o una gastritis atrófica que podría ser el primer 
paso para la evolución a cáncer gástrico (Marshall 1984, Figueiredo 2005). Todavía no se 
conoce claramente por qué en unos pacientes la enfermedad es casi asintomática mientras 
que en otros se producen enfermedades digestivas de diferente gravedad (Doorn 1997). 
Parece que algunos factores genéticos, ambientales o los factores de patogenicidad de la 
propia bacteria pueden tener su efecto en el desarrollo de la enfermedad (Höcker 2003). 
 
 
1.3.1 Manifestaciones digestivas. 
- GASTRITIS: la gastritis que se origina después de la infección por H. 
pylori puede desarrollarse sin manifestaciones o bien originar la expresión clínica 
propia de gastritis aguda (dolor epigástrico, náuseas y vómitos). La gastritis crónica se 
caracteriza por infiltración inflamatoria crónica, constituida por linfocitos y células 
plasmáticas, con presencia de folículos linfoides y un grado variable de actividad. La 
gastritis crónica por H. pylori es un proceso dinámico que evoluciona hacia la atrofia 
que afecta al antro y se extiende en dirección al cuerpo (Suerbaum 2002). 
 
La colonización permanente de la mucosa gastroduodenal por H. pylori va a 
causar una inflamación con un infiltrado mixto en el que predominan los leucocitos 




lo que se denomina gastritis crónica activa, como ya hemos dicho. Una de las 
características de este infiltrado en la edad pediátrica es la mayor presencia de 
linfocitos y células plasmáticas y una afectación más leve que la que tiene lugar en el 
adulto, por lo que se denomina gastritis crónica superficial activa. La bacteria puede 
ser identificada en biopsias gástricas mediante tinción de Giemsa y en presencia de 
mucha cantidad de bacterias incluso con hematoxilina-eosina. Después de la 
erradicación del microorganismo, la gastritis histológica mejora lentamente pero no 
desaparece totalmente hasta seis meses o un año después de la finalización del 
tratamiento. 
La sintomatología asociada a la gastritis por H. pylori es  muy variable. Puede 
expresarse con un cuadro compatible con lo que se llama dispepsia no ulcerosa, que 
se interpreta con síntomas como dolor en epigastrio o hemiabdomen superior, 
sensación de plenitud, náuseas y vómitos (Di Lorenzo 2005).  
 
  - ÚLCERA PÉPTICA: la asociación de H. pylori con la úlcera duodenal 
es clara, ya que un 90 - 95% de los pacientes presentan el microorganismo y se curan 
en su gran mayoría al erradicar la bacteria. Con respecto a la úlcera gástrica, también 
existe una clara relación, aunque sólo un 70% de este tipo de úlceras está asociada a 
la presencia de H. pylori, el resto se asocian al consumo de antiinflamatorios no 
esteroideos. La úlcera gástrica o duodenal relacionada con la infección por H. pylori 
es muy poco frecuente en la edad pediátrica respecto a lo que ocurre en el adulto. 
Los pacientes con ulcus  pueden expresar unos síntomas compatibles con lo que 




dolor en hemiabodmen superior, que disminuye con la ingesta de alimentos y 
antiácidos. Es un dolor discontinuo que alterna con periodos de disminución de 
molestias, y que aumenta antes de las comidas. La sintomatología ulcerosa puede 
acompañarse de vómitos, anorexia, adelgazamiento y aunque con menos frecuencia la 
úlcera puede dar lugar a hemorragia digestiva. 
 
- CÁNCER GÁSTRICO: la infección por H. pylori origina una gastritis 
superficial y si se cronifica puede aparecer atrofia, que es una condición 
precancerosa. En 1994 la Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer de la 
Organización Mundial de la Salud incluyó a H. pylori como agente biológico 
carcinogénico para el hombre (categoría 1) basándose en evidencias epidemiológicas 
que le asocian con cáncer gástrico (Trajkow 2007).  
 
- LINFOMA GÁSTRICO TIPO MALT: el  90% de los pacientes con 
linfoma MALT son positivos para H. pylori. Este tipo de linfoma se localiza 
preferentemente en el antro del estómago, dado que es la zona donde existe más 
tejido linfoide. Además, varios estudios apoyan la asociación de H. pylori con esta 
enfermedad puesto que tras la erradicación de la bacteria se ha observado la regresión 








1.3.2  Manifestaciones extradigestivas. 
            Muchas publicaciones han relacionado la infección por H. pylori con una 
variedad de manifestaciones clínicas extradigestivas (síndrome de muerte súbita del 
lactante, enfermedad coronaria, colangitis esclerosante primaria…) sin que se haya 
podido demostrar la causa (Prelipcean 2007). Sin embargo si se han demostrado 
diferentes grados de evidencia que sustentan la relación de la infección por H. pylori, 
como: 
- anemia ferropénica refractaria: diversos trabajos han demostrado una 
asociación entre la infección por H. pylori y la anemia ferropénica refractaria, en 
especial en pacientes pediátricos por poseer unos depósitos de hierro bajos 
(Marignani 1997, Yakota 2008). No está claro si se trata de un incremento en las 
pérdidas de hierro o de una disminución de la absorción, pero lo que si es cierto es 
que la erradicación del germen permite la normalización de las cifras de sideremia y 
de los valores de ferritina en determinados pacientes con anemia ferropénica 
refractaria portadores de una gastritis por H. pylori. 
Hay diferentes hipótesis para explicar la asociación de H. pylori con la anemia. La 
anemia podría estar en relación con pérdidas microscópicas de sangre debidas a la 
gastritis crónica superficial activa o a una absorción duodenal de hierro disminuida 
que podría explicar el menor aporte de hierro y por tanto, una mayor demanda del 
mismo. La hipo acidez secundaria a la gastritis y el bajo nivel de ácido ascórbico en 
el estómago de estos niños sería la causa de la disminución de la absorción. Otra 
posible explicación podría ser el incremento del secuestro del hierro por la 




pacientes infectados por H. pylori están elevados. Dado que H. pylori posee múltiples 
sistemas de adquisición de hierro, que le permite tomarlo del hierro disponible en el 
microambiente de la luz gástrica, otra de las teorías de la ferropenia es la propia 
competencia por el hierro entre la bacteria y el huésped infectado. 
 
- Púrpura trombocitopénica idiopática: recientemente se ha observado que 
algunos pacientes con púrpura trombocitopénica idiopática crónica han respondido a 
la erradicación de H. pylori con un incremento del número de plaquetas (Emilia 2007). 
La explicación biológica de esta posible asociación es la similitud de los anticuerpos 
plaquetarios del suero con la citosina asociada al gen cagA del H. pylori. 
 
- Retraso en el crecimiento: en la segunda mitad de la década de los 90 se 
publicaron varios trabajos en los que se encontraron una relación significativa entre la 
infección y el retraso de la talla de niños y adolescentes, postulándose que la infección 
podría afectar al crecimiento (Cohem 1991). Estudios posteriores prospectivos, bien 
diseñados, no han encontrado ninguna evidencia del papel de H. pylori en relación con 
la talla y sí con el status socioeconómico. Teniendo en cuenta que la prevalencia de la 
enfermedad es mayor en niños de los países en vías de desarrollo sometidos a un 
mayor riesgo de episodios diarreicos e hiponutrición, la causa del retraso estructural de 
estos niños infectados está más en relación con los frecuentes episodios diarreicos y el 
déficit nutricional que con la colonización por H. pylori (Bruce 2008).  
Otra de las posibles explicaciones podría ser la afectación de la hormona 




hormonas que controlan el crecimiento. Recientemente se ha demostrado que el 
estómago es una fuente de grelina y leptina, la colonización por H. pylori y la gastritis 
produciría un aumento de los niveles de leptina  y una disminución de los niveles de 
grelina, lo que repercutiría en el apetito, disminuyendo el aporte calórico y afectando 
secundariamente a su índice de masa corporal (Osawa 2008, Weigt 2009). 
 
-Otras manifestaciones extradigestivas: se ha asociado la infección por H. 
pylori con la aparación de urticarias, al encontrarse títulos elevados de anticuerpos 
específicos tipo IgG frente a H. pylori en algunos casos de pacientes con urticaria 
crónica (Cuevas 2006), pero también en otras situaciones como el asma o la 
enfermedad inflamatoria intestinal.  
 
 
1.4  EPIDEMIOLOGÍA DE LA INFECCIÓN POR H. pylori. 
Aunque se estima que la infección por esta bacteria afecta aproximadamente al 
50% de la población mundial. Sólo entre un 10% y un 15% de los individuos infectados 
sufrirán ulcus peptídico y hasta un 1-3% desarrollarán cáncer gástrico. Estas cifras 
revelan la importancia de esta infección y justifican el interés despertado por el 
conocimiento de su epidemiología, factores ambientales de riesgo y forma de 
transmisión.  
Aunque no se conoce el modo definitivo de transmisión de la infección, se ha 
postulado que ésta puede ocurrir por la vía gastro-oral, oral-oral y fecal-oral (Mladenova 




saliva y las heces también pueden contener bacilos. Algunos autores apuntan a que la 
transmisión persona a persona, especialmente en el núcleo familiar, constituye el 
principal mecanismo de propagación de la bacteria (Kivi 2006). Por otra parte pueden 
existir diferencias entre países desarrollados y en vías de desarrollo (Poddar 2007). En los 
primeros el mecanismo de contagio más frecuente podría ser por contacto interpersonal 
directo vía oral-oral, mientras que en los segundos predominaría la ruta oral-fecal. La 
falta de infraestructuras sanitarias, el hacinamiento, los bajos estándares socioeconómicos 
y educativos se asocian con tasas más elevadas de prevalencia y de reinfecciones (Ahuja 
2002).  
 
Existen dos patrones de seroprevalencia frente a H. pylori: el primero de ellos 
incluye aquellas poblaciones con una elevada tasa de infección durante la infancia y el 
segundo se caracteriza por un bajo nivel de seroprevalencia en la niñez junto con un 
incremento gradual en función de la edad. Estos patrones parecen reflejar una correlación 
inversa entre la situación socioeconómica y el riesgo de infección. El primer patrón es 
típico de regiones del tercer mundo, mientras que el segundo corresponde a naciones 
industrializadas (Bruce 2008). 
 
En nuestro medio, la prevalencia en individuos sanos es alta, se sitúa en torno al 
60 % (Sánchez Ceballos 2006). En un estudio realizado en 2006 en una muestra de la 
población general residente en la Comunidad de Madrid, con edades comprendidas entre 




edad, de forma que las personas mayores de 60 años registraron un incremento de 
prevalencia  de H. pylori. 
 
Ciertos factores dependientes tanto del microorganismo como del huésped pueden 
influir en la evolución de esta infección hacia un estado crónico asintomático o hacia el 
desarrollo de manifestaciones clínicas. Por este motivo, los datos obtenidos a partir de los 
trabajos de seroprevalencia,  aunque sirven para  clarificar la extensión de la infección, 
deben interpretarse con cautela. En ocasiones se dan aparentes contradicciones entre los 
niveles de prevalencia y la incidencia real de la enfermedad. Éste es el caso de los 
denominados “enigmas” africano y asiático.  
 
En África, pese a los elevados niveles de la infección en individuos de todas las 
edades, las tasas de cáncer gástrico permanecen muy bajas. Para explicar esta cuestión se 
han postulados factores relacionados con la virulencia variable de diferentes cepas, el 
polimorfismo genético humano y el tipo de dieta (Graham 2009). 
 
En Asia la infección es más frecuente y se contrae más tempranamente en países 
poco desarrollados como la India, Bangladesh, Pakistán o Tailandia (con niveles de 
seroprevalencia en adultos entre el 55 y el 92%). Sin embargo otras naciones como China 
o Japón, con cifras inferiores de serología en adultos, presenta mayores tasas de cáncer 
gástrico. Una posible justificación para estos hechos vendría dada por diferencias en la 
virulencia de las cepas. Mientras que en Japón casi la totalidad de los pacientes 




proporción de casos están originados por cepas cagA negativas. Los pacientes que sufren 
cuadros menos graves (gastritis, úlcera duodenal o gástrica) como los que presentan 
cuadros malignos pueden albergar cepas cagA positivas. Sin embargo esto también ha 
sido cuestionado. En Asia se ha documentado la existencia de dos subtipos de cepas cagA 
positivas denominado variante asiática Este y variante asiática Oeste. La variante cagA 
positiva asiática Este (circula mayoritariamente de forma endémica en países con 
mayores tasas de cáncer gástrico) se asocia con mayores grados de inflamación y atrofia 
de la mucosa gástrica y por tanto con el desarrollo de formas clínicas de peor pronóstico.  
 
 
1.5  MÉTODOS DIAGNÓSTICOS PARA LA DETECCIÓN DE LA 
INFECCIÓN POR H. pylori. 
La infección por H. pylori puede diagnosticarse mediante métodos invasivos (que 
requieren la realización de endoscopia con toma de biopsia gástrica) o no invasivos 
(métodos para los que no se requiere realización de endoscopia). Un método diagnóstico 
ideal sería uno no invasivo o mínimamente invasivo, no caro, seguro, disponible en todos 
los centros y que sea capaz de diferenciar infección activa de pasada. Ninguno de los 
métodos que existen en la actualidad cumple todas estas características. Todos los 
métodos presentan ventajas e inconvenientes. A la hora de elegir uno hay que tener en 
cuenta el fin (epidemiológico, diagnóstico o de seguimiento), el centro sanitario dónde se 






1.5.1  Métodos invasivos. 
  La endoscopia con toma de biopsia para el estudio histológico permitirá no sólo 
diagnosticar la infección mediante el cultivo de dicha biopsia, sino que también el cultivo 
es imprescindible para poder conocer la sensibilidad a los antimicrobianos, con el fin de 
aplicar el tratamiento más efectivo en cada paciente y para conocer los porcentajes de 
sensibilidad en cada población. 
 
- CULTIVO: durante el transporte la biopsia debe protegerse de la deshidratación 
y mantenerse a baja temperatura. Se recomienda guardar las muestras a 4º C si se 
van a procesar dentro de las primeras 4 horas o congelar  a -70º C en caso de que 
se demore más tiempo. Los medios de transporte más utilizados son: solución de 
glucosa al 20 % y suero fisiológico. Algún estudio indica que mejor que el 
transporte en medio salino es sembrar directamente la biopsia en agar chocolate o 
en el sistema de transporte Portagerm pylori. El cultivo es considerado el método 
de referencia (patrón oro) para el diagnóstico de la infección por H. pylori. La 
principal ventaja que posee este método es que puede estudiar la sensibilidad de 
las cepas a los distintos agentes antimicrobianos. El hecho de tener la cepa nos 
permitirá la realización de distintos estudios como puede ser el conocer los 
factores de virulencia o el poder tipar las cepas. Como desventaja cabe destacar 
que es un método lento de diagnóstico que puede demorarse varios días y que la 
sensibilidad de la técnica depende de la experiencia en su cultivo y de que la toma 
y el transporte se realicen en las condiciones adecuadas. La identificación se 




ver la morfología o bien mediante tinción de Gram. Las pruebas positivas de 
catalasa, ureasa y oxidasa confirman la identificación. La muestra más habitual 
para el cultivo es una biopsia  a partir de mucosa gástrica. 
 
- HISTOLOGÍA: el estudio histológico de la biopsia permite conocer las lesiones 
de la mucosa además de detectar la infección por H. pylori. La confirmación 
histológica de la inflamación de la mucosa es fundamental para el diagnóstico de 
la gastritis y su clasificación. Además permite detectar zonas de metaplasia 
intestinal. La técnica de tinción es fácil, rápida, de bajo coste y de alta utilidad. Se 
han utilizado diferentes tinciones como la de Gram, Giemsa, Carbolfuchina, 
Genta o tinciones inmunohistoquímicas. La visión microscópica tiene una 
sensibilidad y especificidad menor que la del cultivo. 
 
- UREASA: la prueba de la ureasa permite detectar la presencia de la 
descomposición de la urea en anhídrido carbónico y amoniaco, que se demuestra 
mediante un cambio de color en el medio que contiene un indicador de pH. La 
prueba de la ureasa rápida se puede realizar directamente con la muestra de 
biopsia gástrica. Existen diferentes reactivos comerciales que contienen urea a 
diferentes concentraciones y un indicador de pH. Los resultados de sensibilidad y 
especificidad son en general superiores al 80% y 90%. La seguridad diagnóstica 
de la prueba dependerá de la localización de la biopsia utilizada, de la carga 





- PCR: una de las ventajas que tiene es que no requiere condiciones de transporte 
tan estrictas. Permite utilizar el DNA para distintos estudios aparte del diagnóstico 
de la infección. Algunos estudios la encuentran igual de sensible que el cultivo a 
partir de biopsia gástrica. Actualmente se está utilizando la PCR a tiempo real que 
además permite la detección de cepas resistentes a antibióticos. En los últimos 
años se han desarrollado numerosas técnicas que permiten detectar la presencia 
del DNA de H. pylori directamente de la biopsia gástrica pero también de otras 
muestras como heces, saliva o agua (Simala-Grant 2004). La mayoría de las 
técnicas se basan en la PCR, tanto clásica como a tiempo real. El objetivo ha sido 
el siguiente: 
 - detección de genes específicos de la bacteria: se han utilizado diversos 
protocolos como el estudio del gen de la ureasa, el gen de la glutamato racemasa 
(glmA) o el gen 16S RNAr, entre otros (Woo 2009). 
- detección de factores de virulencia: se pueden detectar la presencia de 
diferentes factores de virulencia, como los tipos del gen vacA (Chisholm 2002, 
Yamazaki 2005). 
- detección de mecanismos de resistencia: la PCR, tanto clásica como en 
tiempo real, se ha utilizado con éxito para detectar la resistencia a claritromicina, 
puesto que son capaces de detectar mutaciones puntuales en el gen 23S RNAr, 
que confieren resistencia a este antimicrobiano. También se ha aplicado la PCR 
en tiempo real para detectar la resistencia a tetraciclina debida a mutaciones en el 





- como métodos de tipado: para comparar aislamientos de H. pylori 
cultivados del mismo paciente o de familiares (Achtman 1999). 
 
- HIBRIDACIÓN IN SITU: la infección puede ser diagnosticada mediante sondas 
de hibridación fluorescentes (FISH: fluorescent in situ hybrizazion) utilizadas en 
biopsia gástrica (in situ) que se unen al 16S RNAr de H. pylori. También se puede 
detectar la resistencia a claritromicina si estas sondas se unen al 23S RNAr. Esta 
técnica se puede realizar en aproximadamente tres horas (Caristo 2008). 
 
 
1.5.2   Métodos no invasivos. 
El método ideal para diagnosticar la infección sería uno no invasivo o 
mínimamente  invasivo, capaz de diferenciar infección activa de infección pasada. Los 
métodos desarrollados hasta ahora pueden tener utilidad en determinadas 
circunstancias, como la evaluación del seguimiento del tratamiento o estudios 
epidemiológicos. 
 
- SEROLOGÍA: los métodos serológicos se basan en la detección de anticuerpos 
específicos frente a  H. pylori en suero.  La serología es útil en los estudios de 
poblaciones seleccionadas, sin embargo, su principal problema radica en que no 
puede diferenciar la infección activa de la exposición previa al microorganismo. 
H. pylori provoca una respuesta inmunitaria, tanto local como sistémica. El 




aumento de anticuerpos de los tipos IgG e IgA que persisten durante la infección. 
Puesto que los anticuerpos IgM se detectan sólo transitoriamente, tienen poco 
valor para el diagnóstico. La principal respuesta sistémica es de tipo IgG  por lo 
que la detección de estos anticuerpos es la más utilizada para el diagnóstico. La 
detección de anticuerpos específicos contra algunas proteínas del 
microorganismo, como CagA y VacA  puede tener especial interés en estudios 
sobre virulencia. Puesto que la detección de anticuerpos depende del antígeno 
utilizado, considerando la heterogeneidad genética de H. pylori, algunos autores 
recomiendan el uso de mezclas de antígenos procedentes de varias cepas para 
mejorar la sensibilidad de estas técnicas así como su valoración en cada medio. Se 
han utilizado varias clases de antígenos, que van desde antígenos parcial o 
altamente purificados (ureasa, etc.). La técnica más utilizada es EIA cuantitativo, 
que permite, además del diagnóstico primario, la monitorización  del tratamiento. 
Los métodos basados en la técnica del Western Blot se utilizan para el estudio de 
la respuesta frente a antígenos concretos, como CagA y VacA (López-Brea 1998). 
 
- TEST DE SANGRE COMPLETA: es un inmunoensayo indirecto realizado en 
fase sólida. Existen tiras comercializadas de fácil uso (Pyoriset®, AccuStat®…) 
Se detectan anticuerpos IgG frente a Helicobacter pylori presentes en la sangre. 
En la misma consulta se puede obtener una gota de sangre del paciente. Se ha 
visto que al aumentar el tiempo de lectura 10 minutos a 6 horas aumenta la 





- DETECCIÓN DE ANTICUERPOS EN ORINA: es una inmunocromatografía 
en fase sólida que también detecta IgG frente a H. pylori. Diversos estudios 
informan de una buena sensibilidad y especificidad. Aunque habría que tener 
cuidado con aquéllas orinas con sedimentos anormales. Este test, al igual que el 
anterior, tampoco está recomendado. 
 
- DETECCIÓN DE ANTICUERPOS EN SALIVA:  aunque debido a la 
comodidad de la obtención de la muestra se ha esperado mucho de esta técnica, 
los datos de sensibilidad obtenidos, que rondan el 80 %, no permiten ser 
optimistas respecto a su implantación. 
 
- PRUEBA DEL ALIENTO (Urea Breath Test: UBT): es el método indirecto 
para detectar la ureasa de H. pylori. Si H. pylori se encuentra en el estómago va a 
hidrolizar la urea ingerida previamente y se va a liberar CO2  marcado que se 
absorbe, difunde a sangre, es transportado a los pulmones y es liberado con el 
aliento. Se considera uno de los métodos no invasivos más seguros para detectar 
H. pylori. La prueba del aliento indica una infección actual por la bacteria, ya que 
en una infección pasada el resultado sería negativo. Por esto es útil como 
seguimiento del tratamiento realizado 4 a 6 semanas después de finalizado. 
 
- ANTÍGENO EN HECES: es un método directo no invasivo  que permite la 
detección de antígeno de H. pylori en muestras de heces. Existen varios sistemas 




anticuerpos policlonales o monoclonales. Pueden existir pequeñas diferencias 
entre ellos, habiéndose obtenido mejores resultados con los anticuerpos 
monoclonales. Se ha descrito como válida para establecer el diagnóstico inicial, 
verificar la eficacia del tratamiento en las cuatro o seis semanas posteriores a su 
realización y comprobar la reaparición de una infección. Se trata de un ensayo 
cualitativo. La técnica aporta una información muy valiosa por la fácil obtención 
y la conservación de la muestras, se puede realizar en cualquier laboratorio de 
microbiología y no necesita la colaboración del paciente. Es muy útil para niños 
pequeños (Andrews 2001, Falsafi 2005, Raguza 2005, Shaikh 2005).  
 
 
 1.6  TRATAMIENTO DE LA INFECCIÓN POR H. pylori. 
En los últimos años se han realizado diferentes reuniones de consenso sobre la 
infección por H. pylori. Entre ellas destacan la del Instituto Nacional de Salud de EE.UU. 
por ser el primero que recomendó el tratamiento erradicador en pacientes infectados por 
H. pylori y úlcera duodenal, pero también las que se realizaron en Canadá en 1997 y 
1999, el Consenso Asiático (Asia Pacific Consensus Conference, 1999), el Consenso 
Latino-americano (2000), el Consenso Europeo (Europeo: Maastrich Consensus, 1997 y 
2005) y el Consenso Español (1999). 
 
El Consenso de Maastrich del año 2005 considera que existe una indicación clara 





? enfermedad ulcerosa péptidica: duodenal activa o cicatrizada, 
gástrica o complicada. 
? linfoma MALT de bajo grado. 
? gastritis atrófica. 
? resección después de cáncer gástrico. 
 
El consenso Español realizado en 1999 recomienda también tratamiento en la 
duodenitis erosiva y el de Maastrich considera una indicación clara para diagnosticar y 
tratar: 
• los familiares de primer grado de pacientes con cáncer gástrico. 
• por deseo del paciente. 
• sería una posible indicación: dispepsia funcional, enfermedad por reflujo 
gastroesofágico o los pacientes que toman AINEs. 
 
 
1.6.1 Pautas de tratamiento.  
Las pautas de tratamiento para erradicar H. pylori combinan 2 ó 3 
antimicrobianos junto con un compuesto anti-ulceroso, que permite modificar el pH  para 
que actúe el antibiótico. La duración de la terapia habitual ha sido de 7 a 10 días, aunque 
algunos autores han probado pautas cortas, de 3 a 5 días que incluyen 3 antibióticos y 
otros recomiendan pautas largas, de más de 10 días. Antes de iniciar una pauta de 
tratamiento se debe considerar el porcentaje de resistencia a los antimicrobianos en esa 




con un inhibidor de la bomba de protones y dos antimicrobianos como primera opción. Si 
este tratamiento falla, se debe evitar repetir dos veces el mismo tratamiento y se 
recomienda realizar estudios microbiológicos (Alarcón 2000, Mégraud 2004).  
 
El consenso de Maastricht III recomienda una bomba inhibidora de protones o 
ranitidina con dos antibióticos de los siguientes: claritromicina, metronidazol o 
amoxicilina (Malfertheiner 2007). 
 
 
1.6.2 Antiácidos utilizados para erradicar H. pylori.  
    COMPUESTOS DE BISMUTO: citrato de bismuto coloidal y salicilato de 
bismuto. Actúan como citoprotectores. Aumentan la producción de moco y 
prostaglandinas por la mucosa gástrica. Además, evitan la unión de H. pylori a la 
superficie de la mucosa gástrica y destruyen la integridad de la pared bacteriana. Pero se 
desconoce con certeza el mecanismo de acción de estos compuestos (McColl 1998).. 
  
FÁRMACOS ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE 
HISTAMINA: cimetidina, famotidina, nizatidina, roxatidina, ebrotidina, ranitidina y 
ranitidina citrato de bismuto. Actúan en la membrana basolateral de la célula parietal 
gástrica como antagonistas competitivos de la histidina sobre los receptores de histamina. 
Reducen por tanto la secreción ácida tanto basal como la estimulada por gastrina, 





INHIBIDORES DE LA BOMBA DE PROTONES: omeprazol, lansoprazol, 
pantoprazol, esomeprazol y rabeprazol. Actúan en la célula parietal (membrana 
subapical). Inhiben de forma reversible la enzima H-K ATPasa, bloqueando toda 
secreción de ácido (Lins 1999, Laine 2000). 
 
 
1.6.3 Antimicrobianos utilizados para erradicar H. pylori. 
 H. pylori es sensible a un gran número de antibióticos in vitro pero no todos 
presentan eficacia in vivo. Los antimicrobianos que muestran eficacia clínica y que se 
utilizan o se pueden utilizar en los tratamientos para erradicar la infección son los 
siguientes:  
 
AMOXICILINA: entre todos los betalactámicos ensayados in vitro sólo 
amoxicilina ha demostrado ser útil en el tratamiento de la infección por H. pylori y se 
utiliza en diferentes pautas de tratamiento asociado a metronidazol, tetraciclina o 
claritromicina. Es el betalactámico más estable en el medio ácido y el que alcanza 
mayores concentraciones en tejidos después de una dosis oral. Los antibióticos 
betalactámicos actúan inhibiendo la formación de la pared bacteriana de los 
microorganismos. Se han descrito alteraciones de las PBPs, concretamente en el gen 
pbp-1 A que se asocian con resistencia a este antimicrobiano. Además de las 
alteraciones en las PBPs, se ha sugerido que la reducción de la permeabilidad o la 
expulsión activa pueden contribuir a producir niveles más altos de resistencia 




han aparecido algunas cepas resistentes en Italia, Grecia, Dinamarca e Inglaterra. Pero 
en otros países, como en un estudio realizado en Irán, la resistencia a  amoxicilina fue 
del 56% (Raffeey 2007). 
 
CLARITROMICINA: es el macrólido más utilizado, que presenta una 
excelente actividad in vitro frente a H. pylori y tiene modificaciones químicas con 
respecto a los macrólidos más antiguos, que le confieren mayor estabilidad en medio 
ácido (Goldman 1994). Los macrólidos inhiben la síntesis de proteínas mediante su 
acción a nivel de los ribosomas bacterianos (Schlünzen 2001). Inhiben la síntesis 
proteica mediante su unión reversible a la subunidad 50 S del ribosoma,  lo cual 
provoca un bloqueo en la transpeptidación, un bloqueo en la translocación y así se 
impide la elongación de la cadena peptídica. Emplea el mismo punto de unión que la 
lincomicina y el cloranfenicol (Pfister 2005). El mecanismo de resistencia a 
macrólidos observado en H. pylori y otras bacterias, como Mycoplasma pneumoniae y 
micobacterias atípicas, es debido a una mutación en la secuencia de la región 
peptidiltransferasa del RNA ribosómico 23S en la subunidad 50S (Verlasovic 1997, 
Tait-Kamradt 2000, Garrido 2007). Las mutaciones más frecuentemente encontradas 
se producen en las posiciones 2058 y 2059 de E. coli que coinciden en H. pylori con 
2142 y 2143, respectivamente. La mutación más frecuente en aislamientos clínicos es 
la A2143G (prevalencia 53% a 95% según los estudios), seguida de la mutación 
A2142G y en menor proporción la mutación A2142C. Otra mutación que produce 
resistencia a claritromicina y que ha sido descrita es en la posición T2182C (Khan 




G2224A, C2245T, T2289C y C2611A que  se asocian con resistencia a claritromicina 
(Kim 2002, Hao 2004, Fontana 2002, Rimbara 2008, Kim 2008, Francesco 2009). En 
los últimos años se ha observado un incremento de resistencia a claritromicina en 
países europeos como: Francia, Portugal, Turquía o España, entre otros. En contraste, 
en los países nórdicos no se ha observado este incremento. Esta diferencia se debe 
principalmente al consumo de los macrólidos. Claritromicina fue comercializada en 
España a principio de los años 90, y ha sido muy utilizado para tratar enfermedades 
del tracto respiratorio superior. 
 
METRONIDAZOL: es un antimicrobiano ampliamente utilizado en el 
tratamiento de la infección por H. pylori por conseguirse, junto con amoxicilina y 
sales de bismuto, tasas muy altas de erradicación (López-Brea 1999). Metronidazol y 
otros antibióticos nitroimidazólicos son activos después de la reducción del grupo 
nitro unido al anillo imidazólico. Este proceso genera compuestos intermediarios de 
vida corta y altamente tóxicos. El metronidazol tras ingresar en la célula mediante 
difusión pasiva es químicamente reducido por proteínas del metabolismo anaerobio 
(proteínas de transporte de electrones de bajo potencial redox). Estas proteínas son 
exclusivas de algunos parásitos y de bacterias anaerobias y algunas microaerófilas. El 
metronidazol reducido produce pérdida de la estructura helicoidal del DNA, rotura de 
la cadena e inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos y muerte celular. En H. pylori 
se ha descrito una piruvato flavodoxina oxidorreductasa, que puede ser la proteína 
capaz de reducir el metronidazol y otros posibles aceptores de electrones, como 




El mecanismo de resistencia a metronidazol es menos conocido pero parece ser que el 
principal mecanismo es la inactivación del gen rdx, que codifica para una 
nitrorreductasa insensible al oxígeno (Jenks 1999). La inactivación se puede producir 
por una mutación puntual que crea un codón de terminación adicional, dando lugar a 
una proteína truncada o por la inserción de una secuencia IS605. Otros genes, como 
frxA,  fdxB, ribF o mdaB, pueden tener también implicación en la resistencia (Know 
2001, Marias 2003, Yang 2004, Matteo 2006, Kim 2009). La resistencia a 
metronidazol está aumentando en los últimos años en España y en el resto del mundo. 
El porcentaje de resistencia es muy variable; en los países subdesarrollados es mayor, 
debido principalmente al alto consumo de este antibiótico para tratar enfermedades 
parasitarias e infecciones ginecológicas (Albert 2006, Parsons 2001). 
 
TETRACICLINA: la tetraciclina presenta buena actividad in vitro y ha 
demostrado su utilidad en la práctica clínica, aunque su principal inconveniente es el 
no poder utilizarse en enfermos pediátricos. La tetraciclina atraviesa la membrana 
externa a través de porinas mediante difusión pasiva, llega al citoplasma por un 
mecanismo dependiente de energía y en el interior se unen reversiblemente a la 
subunidad 30 S produciendo una inhibición de la síntesis de proteínas. En cuanto a los 
mecanismos de resistencia de las tetraciclinas se puede producir por: cambios en la 
permeabilidad de la membrana,  una expulsión activa a través de una proteína de 
membrana, protección del ribosoma mediante una proteína soluble e inactivación 
enzimática del propio antibiótico. El mecanismo de resistencia descrito para H. pylori 




de AGA por TTC) (Lawson 2005). Cuando se lleva a cabo una única sustitución  se 
produciría resistencia de bajo nivel; sin embargo, si se presentan 3 mutaciones la 
resistencia sería de alto nivel. También se ha propuesto como mecanismo de 
resistencia la reducción de la permeabilidad, ya que algunas cepas resistentes no 
presentan las mutaciones descritas y muestran una disminución de la acumulación de 
la tetraciclina. La resistencia a tetraciclinas de H. pylori es muy baja. 
 
FURAZOLIDONA: los nitrofuranos tienen también buena actividad 
frente a H. pylori, siendo furazolidona el más eficaz en la curación de la úlcera 
duodenal y en erradicar H. pylori de la mucosa gástrica. El mecanismo de acción es 
similar al del metronidazol: reducción de la prodroga llevando a la formación de 
radicales nitro aniónicos y se produce daño del DNA. El mecanismo de resistencia no 
se conoce pero es diferente del de metronidazol porque la resistencia no es cruzada. 
 
LEVOFLOXACINO: el rango inhibitorio de quinolonas como 
ciprofloxacino y ofloxacino frente a H. pylori es similar a betalactámicos y 
macrólidos. Sin embargo las primeras quinolonas utilizadas no mostraron eficacia 
clínica, por la disminución de la actividad en pH ácido o por el desarrollo de 
resistencia después del tratamiento. Actualmente levofloxacino se ha utilizado con 
éxito en la erradicación de la bacteria. Las quinolonas inhiben la replicación del DNA, 
actúan en el DNA cromosómico bacteriano, uniéndose a las topoisomerasas e 
inhibiendo su acción. Las quinolonas actúan sobre dos proteínas diana: DNA girasa y 




topología del DNA). En el caso de bacterias Gram negativas, como es el caso de H. 
pylori, actúan inhibiendo la DNA girasa, la cual es un tetrámero con dos subunidades 
A y dos subunidades B, codificadas por los genes gyrA y gyrB. La función principal 
de la  DNA girasa es mantener un nivel de enrollamiento del DNA que facilite la 
formación de los complejos durante la replicación y la transcripción. En cuanto a los 
mecanismos de resistencia descritos principalmente son alteraciones  en alguna de las 
subunidades de la DNA-girasa, mutaciones en el gyrA: el gen que codifica la 
subunidad A. Las mutaciones suelen producirse en una región concreta de esos genes 
que se denomina QRDR (quinolone resistance domain region). Cambios en los 
aminoácidos de esta región alteran la estructura del sitio al que se unen las quinolonas 
en el complejo girasa-DNA, y la resistencia se debe a una disminución de la afinidad 
de la quinolona por dicho complejo. Otro mecanismo de resistencia de las bacterias a 
las quinolonas puede ser por alteraciones de porinas, debido a la disminución en la 
acumulación de antibiótico, bien por descenso en la permeabilidad de la membrana 
externa o mediante un incremento de la expresión de un sistema de expulsión activa. 
En H. pylori se han descrito cuatro tipos de mutaciones en el gen gyrA, cambio de Asn 
por Lys en el aminoácido 87, cambio de Ala por Val en el aminoácido 88, cambio de 
Asp por Gly, Tyr o Asn en el aminoácido 91 y mutaciones simultáneamente en 91 
(Asp-Asn) y en 88 (Ala-Val) (Fujimura 2004, Tankovic 2003). Otras mutaciones en el 
gen gyrA o en el gen gyrB pueden aparecer junto con las anteriores y no tienen el 
mismo impacto clínico. La resistencia a quinolonas, aunque se ha observado un 





RIFABUTINA: es un antibiótico derivado semi-sintético de la 
rifampicina, utilizado normalmente para el tratamiento de infecciones producidas por 
micobacterias y en infecciones producidas por Staphylococcus aureus o Legionella 
spp. entre otras, ha demostrado tener una alta eficacia contra H. pylori. El mecanismo 
de acción consiste en la inhibición del inicio de la síntesis de RNA al inhibir la enzima 
RNA polimerasa (Cibrelus 2006).  La resistencia a la rifampicina tiene lugar por 
mutaciones en el gen rpoB, que codifica la subunidad beta de la RNA polimerasa, que 
reducen la afinidad de esta subunidad por el antibiótico. Las mutaciones descritas 
corresponden a los aminoácidos 149, 524-545 y 586. La resistencia a este antibiótico 
es todavía baja (Glocker 2007). 
 
 
1.6.4 Causas de fracaso del tratamiento. 
En el fracaso del tratamiento pueden intervenir factores relacionados con el 
mismo tratamiento (dosis inadecuadas, una duración incorrecta del tratamiento y el tipo y 
la dosis del inhibidor de la bomba de protones), factores del paciente (falta de adherencia 
al tratamiento) o factores de las cepas (Graham 2008). Entre los factores del 
microorganismo es muy importante la resistencia a los antibióticos y quizá las 








1.6.5  Métodos de detección de resistencia. 
La resistencia a antimicrobianos se puede detectar mediante diferentes métodos 
que se pueden clasificar en fenotípicos y genotípicos. Los métodos fenotípicos están 
basados en la apariencia macroscópica tras cultivo de la bacteria y los métodos 
genotípicos en la detección de los genes y las mutaciones implicadas en la resistencia 
(Mégraud 2007). 
 
DILUCIÓN EN AGAR: es el método fenotípico de referencia, pero poco útil 
para realizar de forma rutinaria, aunque válido para confirmar los resultados obtenidos 
por otros métodos y realizar estudios para conocer la tasa global de resistencia en un 
área determinada. El método de dilución en caldo es útil para otras bacterias pero no 
para H. pylori ya que se contamina con facilidad. 
 
DIFUSIÓN CON DISCO:  es el método fenotípico más fácil y barato para 
determinar la sensibilidad in vitro, pero los resultados que se obtienen no siempre se 
correlacionan con los obtenidos por el método de dilución en agar, aunque algunos 
autores sí observan buena correlación y lo recomiendan como práctico, seguro y con 
aplicación  para predecir los resultados clínicos (McNulty 2002) 
 
MÉTODO DEL EPSILÓMETRO (E-TEST): es un método cuantitativo para 
realizar las pruebas de sensibilidad in vitro basado en la difusión. El método del 




deben probar pocos microorganismos o pocos antibióticos y tiene diferentes ventajas 
sobre los métodos tradicionales de dilución en agar o difusión en agar. 
 
MÉTODOS MOLECULARES: la detección de las mutaciones que confieren 
resistencia a claritromicina en H. pylori se ha realizado mediante técnicas de 
microbiología molecular como reacción en cadena de la polimerasa. Versalovic y cols. 
desarrollaron en 1996 una PCR que amplificaba un fragmento de 1,4 Kpb de la región 
23S del RNAr y posteriormente se detectaba la mutación en A2142G y A2143G tras 
digestión con los enzimas MboII  y BsaI, respectivamente (Versalovic 1997). Se han 
desarrollado otros métodos que permiten detectar una o varias de las mutaciones 
relacionadas con la resistencia como: secuenciación, PCR “mismatched” que permite 
detectar la mutación A2142, PCR y posterior ensayo de unión con oligonucleótidos, 
hibridación en fase sólida o en fase líquida e hibridación in situ (Alarcón 2003). 
Recientemente se ha utilizado la PCR en tiempo real, que permite detectar cualquier 
tipo de mutación, según diseño de la sonda y tiene la ventaja que se puede realizar en 
1 hora (Regnath 2004). La mayoría de los protocolos realizados mediante PCR en 
tiempo real se basan en la utilización de dos sondas entre las que se produce una 
transferencia de energía cuando se encuentran hibridadas en el DNA diana. Cuando se 
completa el proceso de amplificación se determina la temperatura de fusión (Tm) del 
DNA amplificado. Si existe una mutación puntual, la Tm del fragmento amplificado 
será unos grados más baja (al menos 4-5º menos) que cuando no existe (López-Brea 
2006). Actualmente existen kits comerciales diseñados para detectar la presencia de 




frente a la PCR clásica; las principales son su rapidez, que evita las contaminaciones al 
trabajar siempre en tubos cerrados, que hace posible el uso de diferentes sondas en la 
misma reacción con diferentes marcadores, que permite trabajar con un gran número 
de muestras al mismo tiempo, que es altamente sensible y específica y que permite la 
cuantificación del producto amplificado. 
 
 
1.7  VARIACIÓN GEOGRÁFICA DE LAS CEPAS.  
El tamaño del genoma de Helicobacter pylori oscila de unas cepas a otras de 1,60 
a 1,70 mega bases (Mb), con un contenido de G+C entre el 35-40% (McClain 2009). Las 
cepas de H. pylori son genéticamente muy diversas, tal diversidad está asociada con un 
mayor o menor grado de inflamación de la mucosa gástrica (Yamaoka 2008). Su gran 
diversidad genética es probablemente consecuencia de múltiples factores, incluyendo el 
alto grado de mutación y un alto grado de recombinación genética intraespecies. La gran 
diferencia encontrada en las secuencias de DNA de H. pylori de diferentes zonas 
geográficas, es el resultado de la migración humana y la unión de las razas (Covacci 
1999). La variación genética es detectable por el análisis de la secuencia de nucleótidos 
de genes individuales en diferentes cepas de H. pylori. Estudios de la secuencia del DNA 
pueden dar información de los orígenes geográficos de las cepas (Devi 2007). Hay un 
estudio llevado a cabo por Falush et al en el que se analizan la secuencia de DNA de 370 
cepas de H. pylori aisladas de personas de diferentes partes del mundo, se identificaron 
siete poblaciones de cepas con distintos orígenes geográficos. Estas  diferentes 




un periodo estimado de 58 000 años. Estas diferencias geográficas podrían ayudar a 
explicar la incidencia de H. pylori asociada a diferentes patologías (Falush 2003). 
 
- INSERCIÓN DE 180 PARES DE BASES: se ha descrito una secuencia de 
inserción de 180 pares de bases que se encuentra en la cepa J99 y no se encuentra 
en la cepa 266695. Esta inserción ha sido observada en un mayor porcentaje de 
cepas procedentes de África,  que en cepas de pacientes procedentes de otras áreas 
geográficas (McNulty 2004).  
 
- LA PROTEÍNA HspA (Heat Shock Protein): en Helicobacter pylori se han 
descrito dos proteínas denominadas “proteínas de choque térmico”. Ambas 
proteínas son homologas pero con diferentes características antigénicas. HspA 
(Heat Shock Protein A) es una proteína de 13 KDa  y HspB (Heat Shock Protein 
B) es una proteína de 58 KDa. Mientras que HspB  y los primeros 90 aminoácidos 
de HspA (dominio A) son homólogos a otras bacterias,  HspA contiene una única 
región terminal de 27 aminoácidos ricos en histidina que se denomina dominio B. 
Estudios experimentales han demostrados que la región rica en histidina envuelve 
la actividad ureásica, secundaria a uniones de niquel. Hay pocos trabajos 
publicados acerca de esta proteína pero lo que sí ha sido estudiado previamente es 
la relación en la diversidad del dominio B de la proteína HspA y los orígenes 























1.  Detectar la presencia de Helicobacter pylori y su resistencia a claritromicina 
en muestras de biopsias  gástricas mediante métodos moleculares, utilizando PCR 
en tiempo real y PCR convencional con posterior hibridación. 
 
2. Estudiar la sensibilidad a claritromicina de los aislamientos clínicos de 
Helicobacter pylori en el año 2008 y su asociación con factores del paciente (edad, 
lugar de nacimiento y tratamiento previo frente a H. pylori).  
 
3. Detectar la mutación responsable de la resistencia a claritromicina en la región 
23S RNAr mediante PCR-RFLP y secuenciación y comparar los resultados con 
los métodos fenotípicos. 
 
4. Conocer la prevalencia de diferentes genes asociados a virulencia en los 
diversos aislamientos clínicos mediante amplificación por PCR: vacA (alelos s1 o 
s2, m1 o m2 e i1 o i2) y cagA (EPIYA “motifs”). 
 
5. Estudiar la relación entre los diversos aspectos estudiados (sensibilidad a 
claritromicina y genes virulencia) y comparar los resultados obtenidos entre los 
pacientes del año 1994 y los del 2008. 
 
6. Estudiar la presencia de genes informativos y relacionarlos con la procedencia 













































3.1 PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS ESTUDIADAS: 
3.1.1  Estudio de biopsia gástrica mediante PCR a tiempo real. 
Se estudiaron 106 muestras de biopsias obtenidas de pacientes pediátricos con 
síntomas gástricos que fueron recibidas en el Departamento de Microbiología del 
Hospital Universitario La Princesa entre Diciembre del 2007 y Junio del 2008, 
procedentes de la Unidad de Gastroenterología del Hospital Infantil del Niño Jesús y del 
Hospital Universitario Doce de Octubre. 
 
 
3.1.2 Estudio de biopsia gástrica mediante PCR e hibridación en tiras de 
nitrocelulosa. 
Se estudiaron 61 muestras de biopsias obtenidas de pacientes pediátricos con 
síntomas gástricos que fueron recibidas en el Departamento de Microbiología del 
Hospital Universitario La Princesa entre Marzo y Diciembre del 2008, procedentes de la 
Unidad de Gastroenterología del Hospital Infantil del Niño Jesús y del Hospital 
Universitario Doce de Octubre. 
 
 
3.1.3 Estudio de resistencia a claritromicina y su asociación con los factores de 
virulencia en aislamientos clínicos de Helicobacter pylori en el año 2008. 
Se estudiaron un total de 118 aislamientos clínicos de Helicobacter pylori 
recibidos en el Departamento de Microbiología del Hospital Universitario La Princesa 




(47.3%) a pacientes pediátricos. 78 (66.1 %) aislamientos clínicos procedían de  mujeres 
y 40 (33.9%) de hombres. 90 (76.3%) aislamientos procedían de pacientes nacidos en 
España, y 28 (23.7%) de pacientes nacidos fuera de España. 24 (20.3%) de los pacientes 
habían recibido tratamiento previo para la infección por H. pylori. 
 
 
3.1.4  Estudio de factores de virulencia de aislamientos clínicos de Helicobacter 
pylori en el año 1994. 
Se estudiaron un total de 64 aislamientos de Helicobacter pylori aislados de 









Los aislamientos procedían de los siguientes hospitales: Hospital Nuestra Señora 
de La Inmaculada (Almería), Hospital San Agustín (Avilés), Hospital Can Misses (Ibiza) 
y Hospital de la Princesa (Madrid). Todos ellos recibidos en el Departamento  de 





3.2 TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS 
Las biopsias obtenidas por endoscopia se recogieron en un tubo estéril con 1ml de 
solución salina para impedir su desecación y se enviaron lo más rápidamente posible al 
Servicio de Microbiología del Hospital de la Princesa, dónde fueron procesadas antes de 
3 horas.  
 
 
3.3  PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS. 
3.3.1 Cultivo de la biopsia gástrica. 
Las biopsias se recogieron con una torunda estéril y la siembra se realizó rotando 
repetidas veces la porción de la biopsia sobre la superficie de los medios de cultivo 
usados: 
-una placa de Agar sangre (Columbia Agar, con 5% de sangre de oveja; 
BioMérieux), que se incubó en microaerofilia (5% O2, 10% CO2, 85% N2). Se  incubaron 
hasta 15 días, observándolas periódicamente con el fin de detectar el crecimiento de 
colonias sugestivas de H. pylori. 
-una placa de medio selectivo de Agar Pylori (Pylori Agar; BioMèrieux) 
incubadas hasta 15 días a 37º en una atmósfera de microaerofilia (5% O2, 10% CO2, 85% 
N2). 
Una vez extendida bien la biopsia por el agar, la torunda usada se introdujo en 1 
ml de caldo de urea de Christensen para comprobar su actividad ureásica. El resto de 




Los aislamientos fueron identificados como H. pylori basados en la morfología de 
la colonia, que es de aspecto pequeña, gris y translúcida; reacciones químicas como 
ureasa, catalasa y oxidasa positivas y observándose una morfología de bacilo curvado 
Gram negativo en la tinción de Gram. 
 Para conservarlas se necesitó una placa de cultivo con abundante crecimiento, de 
donde se recogió el microorganismo con torunda y se depositó en 2 ml de caldo de 
tripticasa soja con 15% de glicerol, luego se dividió en 2 criotubos de 1 ml cada uno. 
 
 
3.3.2 Extracción de DNA cromosómico a partir de la biopsia gástrica o a partir de 
cepas del año 2008. 
Se utilizó el NucliSens® easyMAG™ que es un sistema de  segunda generación 
de bioMérieux para el aislamiento automatizado de ácidos nucleicos a partir de muestras 
clínicas, basada en la tecnología de extracción con sílice (también denominada tecnología 
BOOM®). Mediante la introducción de partículas magnéticas y la optimización de los 
reactivos, este sistema mejora significativamente la tecnología BOOM®. La plataforma 
puede aislar con eficacia el ácido nucleico a partir de numerosos volúmenes y distintos 
tipos de muestras. De este aislamiento se consigue un ácido nucleico puro, de gran 











El procedimiento de trabajo es el siguiente: 
- Se realiza un pretratamiento de las muestras: 
? Se añaden 40 µl de proteinasa K. 
? Se añaden 40 µl de buffer de lisis.  
? Se añaden 320 µl de agua destilada. 
? Se incuba toda la noche a 37ºC. 
- Se inicia el sistema y el programa easyMag. 
- Se transfiere la muestra a una cubeta que se coloca en el easyMag. 
- Se prepara la mezcla sílice-calibrador. 
Se adicionan 500 µl del buffer. 
Se adicionan 550 µl de sílice. 
- Se adiciona la mezcla de sílice-calibrador a la cubeta con muestra. 
- Cuando la serie ha acabado se transfiere el eluído para conservarlo a –80 ºC o 
para realizar la PCR. 
 
Para la extracción a partir de cepa se utilizó un cultivo en medio sólido de 48 
horas, se realizó una suspensión en 200 µl de solución salina y se sometió 





3.3.3 Extracción de DNA cromosómico a partir de cepa en el año 1994. 
- Inocular en un tubo eppendorf que contenga un 1 ml de tampón TE el contenido 
de 1 ó 2 placas de un cultivo reciente (48 h) de H. pylori. 
- Centrifugar el tubo en una microcentrífuga durante 5 minutos a 12.000 rpm. 
- Eliminar el sobrenadante. Añadir el tampón y proteinasa K con una concentración 
final de 100 μl/ml.  Mezclar bien e incubar a 37º C durante 1 hora. 
- Añadir 100 μl de NaCl, 80 μl de la solución CTAB/NaCl (10% CTAB en O.7 M 
NaCl), mezclar enérgicamente e incubar durante 10 minutos a 65 º C. 
- Añadir de 0.7 a 0.8 ml de cloroformo/isoamilalcohol (24:1), mezclando 
enérgicamente.  
- Centrifugar durante 5 minutos a 12.000 rpm y separar el sobrenadante (fase 
acuosa) en un tubo eppendorf nuevo. 
- Añadir fenol/cloroformo/isoamilalcohol (25:24:1), mezclar bien y volver a 
centrifugar, 5 minutos a 12.000 rpm. 
- Separar el sobrenadante en un tubo nuevo y añadir un volumen de 0.6 ml de 
isopropanol para la precipitación del DNA. Mover el tubo suavemente hasta 
observar claramente el precipitado. 
- Conservar el precipitado a – 20 º C durante 1 hora. 
- Centrifugar el tubo durante 5 minutos a 12.000 rpm. Añadir 1 ml de etanol con el 
fin de lavar el DNA. Centrifugar durante 5 minutos a 12.000 rpm. 
- Eliminar el sobrenadante y secar a 37º C. Resuspender el sedimento en 100 µl de 





3.4  ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD in vitro. 
3.4.1 Difusión en placa con disco y E-test. 
Se estudió la sensibilidad a amoxicilina, tetraciclina, metronidazol, claritromicina, 
rifampicina y ciprofloxacino. En el caso de los dos primeros se utilizó la difusión en 
disco y para el resto E-test. Se realizan en placas de Agar sangre, una para los discos de 
amoxicilina y tetraciclina y una para cada E-test. Las placas fueron inoculadas con 
torunda por toda la placa y posteriormente se depositaron los discos o el E-test. Se 
incubaron a 37 ºC en una atmósfera con 5-10% de CO2 y 95% de humedad. A los tres 
días de incubación se realizó una primera lectura y a los cinco días la lectura definitiva. 
 
 
3.4.2 Puntos de corte utilizados. 
Se usaron los puntos de corte establecidos por la CLSI (CLSI 2009) y otras 
publicaciones previas. Las cepas fueron consideradas resistentes si tenía una CMI 
>2mg/L para amoxicilina; CMI>4mg/L para tetraciclina; CMI>8mg/L para metronidazol; 
CMI>1mg/L para claritromicina; CMI>4mg/L para ciprofloxacino y CMI>32mg/L para 
rifampicina. Las cepas fueron consideradas de sensibilidad intermedia a claritromicina y 









3.4.3 Método genotípico para la detección de resistencia a la claritromicina 
mediante PCR en tiempo real (Light Cycler) a partir de biopsia gástrica. 
Se utilizó para el presente trabajo el kit MutaREAL® Helicobacter pylori  para 
detectar la presencia de H. pylori  y cepas de H. pylori resistentes a claritromicina. Este 
método se basa en la amplificación de un fragmento del gen 23S RNAr de H. pylori, el 
método consiste en una amplificación y la subsiguiente detección de mutantes mediante 
la hibridación con sondas y el análisis de la curva de la temperatura de fusión de los 
fragmentos amplificados. 
 
 El procedimiento es el siguiente: 
- 2 µl del reactivo que contiene las enzimas. 
- 14.4 µl del reactivo que contiene los primers, en el buffer de reacción. 
- 1.6 µl de MgCl2. 
- 2 µl de: 
• la muestra problema. 
• el control positivo con una cepa sensible a claritromicina. 
• el control positivo con una cepa resistente a claritromicina. 
• el control negativo. 
 
El protocolo seguido por el termociclador es el siguiente: 




- Fase de amplificación con 45 ciclos de amplificación a 95 ºC, 55 ºC y 72 ºC 
durante 10, 10 y 15 segundos respectivamente, con lectura de fluorescencia a 
55ºC. 
- Fase de detección: 95 ºC, 50 ºC y 80 ºC a 10, 5 y 5 segundos respectivamente. 
Tras la finalización del proceso, se detectará amplificación de DNA sí la biopsia 
es H. pylori positiva. Mediante la temperatura de melting (Tm) en los fragmentos 
amplificados permitirán la detección de resistencia a claritromicina: 
- Tm en el canal F2 fue 64.5ºC para la cepa salvaje y 60.5ºC para  las mutantes 
resistentes. 




3.4.4 Método genotípico para la detección de resistencia a la claritromicina 
mediante PCR e hibridación con sondas específicas a partir de biopsia gástrica. 
El sistema de kit comercial Genotype® HelicoDR consiste en una técnica de 
amplificación seguida de un hibridación del producto amplificado con sondas específicas 
en tiras de nitrocelulosa. Se realiza en tres pasos: el primero es la extracción de DNA 
como se ha explicado previamente mediante el easyMag (BioMérieux), el segundo paso 
es la realización de la amplificación y el último paso sería la detección mediante la 





La mezcla para realizar la amplificación consiste en: 
- 35 µl de PMN (es una mezcla de desoxinucleótidos trifosfatos con presencia de 
un marcador, biotina) 
- 5 µl de buffer. 
- 2.5 µl de MgCl2. 
- 2.5 µl de agua destilada. 
- 0.4 µl de Taq  polimerasa. 
- 5 µl del DNA. 
 





La hibridación y la detección fue realizada en un sistema automático (AutoLIPA, 
Siemens) y siguiendo el siguiente protocolo: 
- 20 µl de la solución desnaturalizante. 
- Se añade 20 µl del producto amplificado. 
- Se pone en contacto la mezcla anterior con 1 ml de la solución de hibridación 
durante 30 min a 45 ºC. 
- Se añade 1 ml de la solución de lavado durante 15 min a 45 ºC. 
Ciclos de amplificación TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 94  5 min 
30 ciclos: 94  30 s 
 55  30 s 
 72  30 s 




- Se añade 1 ml de la solución de enjuague 1 min. 
- Se añade 1 ml del conjugado durante 30 min. 
- Se añade 1 ml del sustrato durante 20 min. 
- Se para la reacción con agua destilada, y se pueden interpretar las tiras de 
nitrocelulosa con las bandas. 
 
Cada tira contiene un total de 13 sondas de hibridación. La primera banda 
contiene el control de conjugado diseñado para indicar que ha sido efectiva la unión con 
el sustrato. La segunda banda incluye un control universal diseñado para detectar todas 
las bacterias gram positivas con alto contenido en G+C, esta banda es utilizada para 
comprobar que la amplificación ha tenido lugar correctamente. La tercera banda contiene 
una secuencia que amplifica una región del 23S RNAr que es común a todas las cepas de 
Helicobacter pylori. Las diez bandas siguientes son para el estudio de la sensibilidad a 












3.4.5 Método para la detección de resistencia a la claritromicina mediante 
secuenciación. 
La detección de un producto amplificado de 329 pares de bases situado entre las 
posiciones 1891 - 2220 de la secuencia previamente publicada del gen 23S RNAr. 
 
Se siguió el protocolo descrito a continuación: 
 















Diseño del primer Secuencia del primer Tamaño del 




23S RNA F 
 






Agua                 37.5 μl 
10x PCR Buffer 5 μl 
dNTPs (2.5 mM) 4 μl 
Primer 23S RNAr-F 1 μl 
Primer 23S RNAr-R 1 μl 
Taq- polimerasa 0.25 μl 
DNA  1 μl 
Volumen final  50 μl 
Ciclos de amplificación Temperatura ºC Tiempo 
1 ciclo: 94  1 min 
30 ciclos: 94 30 s 
 60 30 s 
 72 30 s 




El producto amplificado fue purificado usando el kit de purificación “QIAquick 
PCR purification” (QUIAGEN, Valencia, CA, USA), siguiendo las instrucciones del 
fabricante: 
- 40 µl del producto amplificado se mezcla con 200 µl de un buffer de unión al 
DNA.  
- 30 s de centrifugación a 13000 revoluciones por minuto. 
- Se deshecha el sobrenadante y se añade 750 µl de un buffer de lavado al DNA 
unido a la membrana. 
- 1 min de centrifugación a 13000 revoluciones por minuto. 
- Se deshecha el sobrenadante y se añade 50 µl de un buffer de elución. 
- 1 min de centrifugación a 13000 revoluciones por minuto. 
- Se tira la columna y se recoge el producto restante, que es el DNA purificado. 
 
8 µl del producto amplificado purificado se mezclaron con 2 µl del primer 23S 
RNAr-F y otros 8 µl con 2 del primer 23S RNAr-R, ambos primers preparados a una 
concentración de 5 pmoles/ µl. La mezcla se envió para secuenciar a la empresa 
MACROGENUSA (Nueva York, USA), dónde se hizo la reacción en un secuenciador 
automático, BigDye TM (USA). 
 
Los alineamientos de las secuencias múltiples de DNA se realizaban mediante el 
programa CLUSTALW (www.ebi.ac.uk/clustalw) y con el programa GENEDOC 





3.4.6 Método genotípico para detección de resistencia a la claritromicina mediante 
PCR  convencional con un producto amplificado mayor. 
Detección de un producto amplificado de 695 pares de bases situado entre las 
posiciones 2057 – 2752 del gen 23S RNAr. Se diseñaron estos primers que amplificaban 
un producto más grande del gen 23S RNAr que los anteriores, para poder buscar 
mutaciones que confieran resistencia a claritromicina en este gen, en cepas con las que 
tuvimos discrepancias entre el E-test y el método genotípico. 
 











23S RNA F 
 







Condiciones de amplificación: 
 
COMPONENTE VOL/REACCIÓN 
Agua 37.5 μl 
10x PCR Buffer 5 μl 
dNTPs (2.5 mM) 4 μl 
Primer 23S’ RNAr-F 1 μl 
Primer 23S’ RNAr-R 1 μl 
Taq - polimerasa 0.25 μl 
DNA 1 μl 










El producto amplificado fue secuenciado siguiendo el protocolo antes descrito 
para la secuenciación. 
 
 
3.4.7 Método genotípico para detección de resistencia a la claritromicina mediante 
RFLP-PCR con enzimas de restricción. 
Se realizo una PCR descrita previamente (Versalovic 1996) para detectar un fragmento 
del gen 23S RNAr. 
 












23S RNA F 
 











Ciclos de amplificación Temperatura ºC Tiempo 
1 ciclo: 94  1 min 
30 ciclos: 94 45 s 
 49 45 s 
 72 45 s 




Condiciones de la amplificación: 
 
COMPONENTE VOL/REACCIÓN 
Agua 37.5 μl 
10x PCR Buffer 5 μl 
dNTPs (2.5 mM) 4 μl 
Primer 23S’’ RNAr-F 1 μl 
Primer 23S’’ RNAr-R 1 μl 
Taq - polimerasa 0.25 μl 
DNA  1 μl 







3.4.7.1 Digestión con la enzima de restricción BsaI. 
Dos μl del producto amplificado fueron añadidos a un tubo eppendorf de 1.5 ml con 8 
μl de agua, 2 μl de la enzima BsaI (Bacillus stearothermophilus) (BIOLABS, New 
England) con una concentración de 5,000 U/ml y 5 μl del tampón 10x recomendado por 
el fabricante de la enzima. La mezcla fue incubada durante 24 horas a 50º C. 
 
Ciclos de amplificación TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 94  1 min 
30 ciclos: 94 1 min 
 60 1 min 
 72 1 min 




3.5. ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE GENES ASOCIADOS A 
VIRULENCIA.  
3.5.1 Detección del gen vacA de Helicobacter pylori. 
3.5.1.1 Región s y m:  
La detección de los alelos del gen vacA se realizó mediante una técnica de PCR 
siguiendo el protocolo expuesto en la siguiente tabla, previamente descrito por Atherton 
(Atherton 1995). 
 







































Agua 37.5 µl 
10x PCR Buffer 5 μl 
dNTPs (2.5 mM) 4 μl 
Primer vacA s o m-F 1 μl 
Primer vacA s o m-R 1 μl 
Taq – polimerasa 0.25 μl 
DNA  1 μl 













3.5.1.2 Región i: 
La detección de un tercer  alelo del gen vacA se realizó mediante una técnica de 
PCR siguiendo el protocolo expuesto. 
 













i1/i2 Vac i -F 
 







Condiciones de la amplificación: 
 
COMPONENTE VOL/REACCIÓN 
Agua 37.5 µl 
10x PCR Buffer 5 μl 
dNTPs (2.5 Mm) 4 μl 
Primer vacA i-F 1 μl 
Primer vacA i-R 1 μl 
Taq – polimerasa 0.25 μl 
DNA  1 μl 
Volumen final  50 μl 
Ciclos de amplificación TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 94  5 min 
30 ciclos: 95  45 s 
 52  45 s 
 72  45 s 















3.5.2 Detección del gen cagA de Helicobacter pylori  
Detección de un producto amplificado entre las posiciones 1751-2048 del gen 
cagA. 
En el caso de las cepas cagA negativas, para confirmar que realmente no es un 
falso negativo, se hizo una PCR para la amplificación del “empty site” con los primers 
que se detallan en la siguiente tabla. Si no se obtuvieron productos amplificados ni para el 
cagA ni para el “empty site”, se hicieron otras dos amplificaciones para ver si tenían sólo 






Ciclos de amplificación TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 95  90 s 
30 ciclos: 95  45 s 
 57  45 s 
 72  45 s 











Diseño del primer Secuencia del primer Tamaño del 
producto de 
PCR (bp) 


















































Agua 37.5 μl 
10x PCR Buffer 5 μl 
dNTPs (2.5 mM) 4 μl 
Primer cagA-F 1 μl 
Primer cagA-R 1 μl 
Taq – polimerasa 0.25 μl 
DNA  1 μl 






Ciclos de amplificación 
para PCR del gen cagA 
TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 94  5 min 
30 ciclos: 94  45 s 
 50  45 s 
 72  45 s 


















El producto amplificado del gen cagA fue secuenciado siguiendo el protocolo 
antes descrito para la secuenciación para poder determinar el número de “EPIYA motifs” 






Ciclos de amplificación 
para PCR de la región 
“empty-site” 
TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 94  1 min 
30 ciclos: 94  1 min 
 56  1 min 
 72  1  min 
1 ciclo: 72  1 min 
Ciclos de amplificación 
para PCR de los bordes 
del gen cagA 
TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 94  1 min 
30 ciclos: 94  1 min 
 58  1 min 
 72  1 min 




3.6 ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE GENES INFORMATIVOS DE 
Helicobacter pylori Y SU RELACIÓN CON LA PROCEDENCIA 
GEOGRÁFICA. 
3.6.1 Detección del gen HspA de Helicobacter pylori. 
La proteína de “choque térmico” (heat shock protein) de Helicobacter pylori tiene 
unos dominios que pueden resultar interesantes para el estudio de la procedencia 
geográfica de las diferentes cepas aisladas.  
 





















Condiciones de amplificación: 
 
COMPONENTE VOL/REACCIÓN 
Agua 37.5 μl 
10x PCR Buffer 5 μl 
dNTPs (2.5 mM) 4 μl 
Primer hspA-F 1 μl 
Primer hspA-R 1 μl 
Taq – polimerasa 0.25 μl 
DNA  1 μl 













El producto amplificado fue secuenciado siguiendo el protocolo descrito para la 
secuenciación para poder determinar las diferentes procedencias de las cepas aisladas. 
 
 
3.6.2 Detección de la presencia de ins180 pb. 
Se estudio la presencia de la secuencia de inserción de 180 pb del genoma de 
Helicobacter pylori, que se ha relacionado con cepas de origen africano. 
 




Primer diseño Primer secuencia Tamaño del 
producto de 
PCR (bp) 














Ciclos de amplificación  TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 94  1 min 
30 ciclos: 94  1 min 
 52  1 min 
 72  2 min 





Condiciones de la amplificación: 
COMPONENTE VOL/REACCIÓN 
Agua 37.5  µl 
10x PCR Buffer 5 μl 
dNTPs (2.5 mM) 4 μl 
Primer ins180-F 1 μl 
Primer ins180-R 1 μl 
Taq – polimerasa 0.25 μl 
DNA  1 μl 



















Ciclos de amplificación  TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 94  1 min 
30 ciclos: 94  45 s 
 57  45 s 
 72  45 s 




3.7 MLST (Multi Locus Sequence Typing)  
Es una base de datos de secuencias de nucleótidos de distintas cepas de 
microorganismo. Se realizó MLST con cepas representativas de cada grupo y con los 
primers propuestos en la página www.mlst.net. 
 























































Ciclos de amplificación 
para: mutY, ppa, urel.  
TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 94 1 min 
30 ciclos: 94  30 s 
 55  30 s 
 72  30 s 
1 ciclo: 72  2 min 
Ciclos de amplificación 
para: atpA, yphC.  
TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 94  1 min 
30 ciclos: 94  45 s 
 58  45 s 
 72  45 s 
1 ciclo: 72  5 min 
Ciclos de amplificación 
para: efp, trpC  
TemperaturaºC Tiempo 
1 ciclo: 94  1 min 
30 ciclos: 94  45 s 
 57  45 s 
 72  45 s 




3.8 DETECCIÓN DE LOS RESULTADOS. 
Los resultados de las amplificaciones convencionales fueron detectados mediante 
electroforesis en gel de agarosa teñidos con bromuro de etidio al 1.5%. Se utilizó como 
marcador de peso molecular de Qiagen (USA) que podía detectar tamaños desde 0 a 1000 
pares de bases. 
  
Posteriormente los resultados fueron detectados mediante un transiluminador de 
luz ultravioleta UV 302 nm con visor de 21 x 26cm de Qiagen (USA). 
 
 
3.9 ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS: 
Se aplicó el método de chi cuadrado  para el estudio estadístico y la relación entre 


































































4.1 PCR A TIEMPO REAL EN MUESTRAS DE BIOPSIAS 
GÁSTRICAS. 
   Se estudiaron 106 muestras de biopsias obtenidas de pacientes pediátricos con 
síntomas gástricos a las que se realizó la PCR en tiempo real (RT-PCR) para ver la 
presencia de H. pylori y  detectar la resistencia a claritromicina. 66 (62%) de las 106 
biopsias incluidas en este estudio fueron positivas para H. pylori por cultivo y/o PCR. 56 
pacientes que fueron positivos para H. pylori, tuvieron concordancia en sus resultados 
tanto por cultivo como por PCR y 40 muestras de biopsia tuvieron resultados negativos 
concordantes. 6 biopsias fueron positivas por PCR pero negativas por cultivo y 4 fueron 
negativas por PCR y el cultivo fue positivo, como se puede ver en la tabla adjunta. 
 
Tabla 4.1 a- Comparación de dos métodos para el diagnóstico de H. pylori en 
muestras de biopsia.  
 Cultivo positivo Cultivo negativo 
RT-PCR positiva  56 (53%) 6 (6%) 
RT-PCR negativa  4 (4%) 40 (37%) 
 
 
De las 106 biopsias estudiadas, 44 cepas fueron negativas para H. pylori mediante 
la PCR a tiempo real y se comprobó que eran verdaderos negativos mediante la 
amplificación por PCR de DNA del gen de la β-globulina humana usando el kit 
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I® Roche. En todas estas muestras 




La sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos de esta PCR a tiempo 
real se pueden ver en la siguiente tabla. 
 
Tabla 4.1 b- Sensibilidad, especificidad y los valores predictivos positivos y 
negativos del “MutaReal® Helicobacter pylori” kit para detectar H. pylori.  
 
 Detección de H. pylori  
Especificidad (%) 87 
Sensibilidad (%) 93 
PPV (%) 91 




4.1.1 Detección de resistencia a claritromicina mediante PCR a tiempo real. 
De las 60 muestras de biopsia que tuvieron resultado positivo para H. pylori por 
cultivo, 33 (55%) fueron infectados por una cepa sensible y 27 (45%) con una cepa 
resistente a claritromicina, determinada la sensibilidad mediante E-test. De las 56 
muestras que tuvieron resultados concordantes mediante cultivo y PCR, 32 (57%) fueron 
infectadas con una cepa sensible a claritromicina y 24 (42%) con una cepa resistente. El 
genotipo de resistencia a claritromicina fue confirmado en 23 de las 24 biopsias 
resistentes a dicho antibiótico por PCR a tiempo real (los picos de la temperatura de 




Las cepas sensibles a claritromicina fueron confirmadas en 29 de los 32 casos mediante 
PCR. Se observaron discrepancias en 3 casos, en los que se obtuvo genotipo resistente 
mediante PCR a tiempo real mientras que fueron sensibles por E-test. Todos estos datos 






















Tabla 4.1.1 a Comparación de los datos obtenidos mediante PCR a tiempo real y el 
cultivo de biopsia.  
Número de 
pacientes 
Cultivo de la 
biopsia 
Cultivo           E-test 
Real-time PCR 
  Resultado       Genotipo     Genotipo    
                            Mutado      wild-type 
   29       +                     S      +      + 
   23       +                     R      +                  +                                
    3        +                     S      +                  + 
    1       +                     R      +                                         + 
    3       +                     R      -                                          
    1       +                     S      - 
    4       -                      -       +                  +                      
    2       -                      -      +                                         + 
    40       -                      -      - 
 
Tabla 4.1.1 b Sensibilidad, especificidad y los valores predictivos del “MutaReal® 
Helicobacter pylori” para detectar resistencia a claritromicina. 
 Detección de resistencia a 
claritromicina. 
Especificidad (%) 96 
Sensibilidad (%) 91 
PPV (%) 97 




Gráfica 4.1.1 a- Amplificación  de DNA de diferentes cepas de H. pylori  y los  

























Gráfica 4.1.1 b- Temperatura de fusión (Tm) en el canal F2 de diferentes cepas de H. 











Gráfica 4.1.1 c- Temperatura de fusión (Tm)  en el canal F3 de diferentes cepas de H. 













4.2 TÉCNICA DE AMPLIFICACIÓN E HIBRIDACIÓN CON 
SONDAS ESPECÍFICAS A PARTIR DE BIOPSIA GÁSTRICA. 
Se estudiaron 63 muestras de biopsias obtenidas de pacientes pediátricos con 
síntomas gástricos a las que se les realizó una PCR convencional con posterior revelado 
mediante hibridación para ver la presencia de H. pylori y detectar la resistencia a 
claritromicina. 24 (38.1%) de las 63 biopsias incluidas en este estudio fueron positivas 
para H. pylori por cultivo y tuvieron concordancia en sus resultados por PCR. 27 
muestras de biopsia tuvieron resultados negativos concordantes entre biología molecular 
y cultivo. 11 biopsias fueron positivas mediante este método genotípico, pero negativas 
por cultivo y 1 fue negativa por biología molecular pero el cultivo fue positivo, como se 
puede ver en la tabla adjunta. 
 
 
Tabla 4.2 a- Comparación de dos métodos para el diagnóstico de H. pylori en 
muestras de biopsia.  
 
 Cultivo positivo Cultivo negative 
PCR-hibridación positiva  24 (38.1%) 11 (17.5%) 






La sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos de este método 
genotípico basado en la amplificación y la posterior hibridación se pueden ver en la 
siguiente tabla. 
 
Tabla 4.2 b- Sensibilidad, especificidad y los valores predictivos para el “GenoType ® 
HelicoDR” para la detección de H. pylori.  
 Detección de H. pylori  
Especificidad (%) 71 
Sensibilidad (%) 96 
PPV (%) 69 















4.2.1 Detección de resistencia a claritromicina mediante PCR convencional y 
posterior hibridación. 
De las 24 muestras de biopsia que tuvieron resultado positivo para H. pylori por 
cultivo, 13 (54.1%) pacientes estaban infectados por una cepa sensible a claritromicina y 
11 (45.9%) con una cepa resistente, habiéndose determinado la sensibilidad a 
claritromicina mediante E-test. Todas las cepas sensibles a claritromicina fueron 
confirmadas mediante este método de biología molecular a partir de biopsia como 
sensibles a dicho antibiótico, excepto una muestra de biopsia que resultó ser resistente a 
claritromicina. Dos de las muestras sensibles a claritromicina mediante E-test, se 
detectaron mediante hibridación como cepas sensibles y resistentes a claritromicina. De 
las 11 cepas resistentes a claritromicina por E-test, 9 se confirmaron como resistentes a 
dicho antibiótico genotípicamente. 1 de las 11 cepas resistentes no mostró ninguna 
mutación en este método de biología molecular estudiado y otra cepa presentó mediante 
biología molecular hetero-resistencia. La mutación encontrada en todas las cepas con 
resistencia a claritromicina fue en la posición A2143G excepto en una cepa que fue en la 











Tabla 4.2.1 a Comparación de los datos obtenidos mediante hibridación y el cultivo. 
Número 
pacientes 
Cultivo de la biopsia 
Cultivo           E-test 
GenotType HelicoDR  
  Resultado    Mutatdo     wild-type 
Secuen-
ciación 
6       +                     S      +      + No mut 
4       +                     S     +                                         +           ND 
5       +                     R      +                   + A2143G 
1       +                     R      +                   +                       A2142G 
3       +                     R     +                   +                                  ND 
1       +                     S      +                   +                      A2143G 
1       +                      S       +                   +                     + A2143G 
1       +                      S      +                   +                     + A2143G 
1       +                      R      +                   +                    +       ND 
1       +                      R        +                                         + No mut 
ND: secuencia no determinada.  
 
Tabla 4.2.1 b Sensibilidad, especificidad y los valores predictivos para el “GenoType® 
HelicoDR” para detectar resistencia a claritromicina. 
 Detección de resistencia a 
claritromicina. 
Especificidad (%) 91 
Sensibilidad (%) 90 
PPV (%) 90 








CC: Control de conjugado. 
AC: Control de amplificación. 
H.P: Helicobacter pylori. 
gyrA: gen gyrA para detectar resistencia a quinolonas. 








4.3 ESTUDIO DE AISLAMIENTOS DE CEPAS DE Helicobacter pylori 
EN MADRID 2008. 
4.3.1 Datos de sensibilidad a claritromicina. 
Nº orden Nº de cepa E-Test CLA --- CMI (ml/l) Mutación BM
1 186788 Sensible 0.047 Ninguna 
2 187112 Sensible 0.023 Ninguna 
3 187505 Resistente 12 A2143G 
4 187507 Sensible 0.016 Ninguna 
5 186792 Sensible 0.016 Ninguna 
6 187510 Sensible 0.047 Ninguna 
7 187509 Sensible 0.016 Ninguna 
8 187508 Sensible <0.016 Ninguna 
9 182001 Resistente 4 A2143G 
10 180241 Resistente 3 A2143G 
11 182090 Sensible 0.064 Ninguna 
12 182301 Sensible 0.094 Ninguna 
13 186589 Sensible 0.023 Ninguna 
14 186695 Resistente >256 A2142G 
15 182439 Sensible 0.023 Ninguna 
16 182302 No realizado No realizado A2143G 
17 188283 Sensible 0.047 Ninguna 
18 188285 Resistente >256 A2143G 
19 181862 Sensible <0.016 Ninguna 
20 181663 Sensible 0.023 Ninguna 
21 182089 Sensible 0.047 Ninguna 
22 186795 Resistente 2.0 NINGUNA 
23 186788 Sensible 0.047 Ninguna 
24 184184 Resistente 1.0 A2143G 
25 185921 Resistente 1.5 A2143G 
26 180992 Resistente 48 NINGUNA 
27 185919 Sensible 0.023 Ninguna 
28 185922 Resistente >256 A2143G 
29 183532 Resistente >256 A2143G 
30 183335 Sensible <0.016 Ninguna 
31 182881 Sensible <0.016 Ninguna 
32 182879 Sensible 0.016 Ninguna 
33 182878 Sensible <0.016 Ninguna 
34 182876 Resistente 4 A2143G 
35 182764 Sensible 0.023 Ninguna 
36 182005 Sensible 0.023 Ninguna 
37 182167 Sensible 0.047 Ninguna 
38 185918 Resistente 3.0 A2143G 
39 185887 Resistente 4.0 A2143G/T2182C 
40 185662 Sensible <0.016 Ninguna 




42 183989 Sensible 0.064 Ninguna 
43 183865 Resistente 2.0 A2143G 
44 183864 Resistente >256 A2143G 
45 183491 Sensible <0.016 Ninguna 
46 183990 Resistente >256 NINGUNA 
47 183869 Sensible <0.016 Ninguna 
48 183868 Sensible 0.023 Ninguna 
49 183867 Sensible 0.016 Ninguna 
50 183866 Resistente 6.0 A2143G 
51 193668 Sensible 0.016 Ninguna 
52 188282 Sensible 0.023 Ninguna 
53 198932 Sensible 0.25 Ninguna 
54 172177 Sensible 0.19 Ninguna 
55 172839 Sensible <0.016 Ninguna 
56 180532 Sensible <0.016 Ninguna 
57 179515 Resistente 8.0 NINGUNA 
58 181546 Sensible <0.016 Ninguna 
59 180531 Sensible <0.016 Ninguna 
60 176465 Resistente 12.0 A2143G 
61 185924 Sensible 0.047 Ninguna 
62 181681 Resistente 12.0 A2143G 
63 182164 Sensible 0.047 Ninguna 
64 180354 Sensible 0.003 Ninguna 
65 172810 Resistente 2.0 A2143G/T2182C 
66 168867 Resistente 12.0 NINGUNA 
67 180782 Resistente 1.0 A2143G 
68 168884 Resistente 32 A2143G 
69 172180 Resistente 1.0 T2182C 
70 173200 Resistente 32 A2143G 
71 171462 Sensible 0.047 Ninguna 
72 191483 Sensible <0.016 Ninguna 
73 171461 Resistente 2.0 NINGUNA 
74 177299 Sensible 0.016 Ninguna 
75 174720 Sensible 0.064 Ninguna 
76 180533 Sensible 0.023 Ninguna 
77 178742 Resistente 24.0 A2142G 
78 180901 Sensible <0.016 Ninguna 
79 191828 Sensible <0.016 Ninguna 
80 177465 Resistente 12.0 A2143G 
81 180349 Resistente 24.0 A2143G 
82 181317 Sensible <0.016 Ninguna 
83 180063 Resistente 32 A2143G 
84 178744 Sensible 0.064 Ninguna 
85 189720 Sensible 0.023 Ninguna 
86 189999 Resistente 4.0 A2143G 
87 189719 Sensible 0.016 Ninguna 
88 189205 Sensible 0.016 Ninguna 
89 180352 Resistente 32 A2142G 
90 190657 Sensible 0.016 Ninguna 




92 180659 Sensible <0.016 Ninguna 
93 171462 Sensible 0.047 Ninguna 
94 171463 Sensible 0.016 Ninguna 
95 189204 Sensible <0.016 Ninguna 
96 191033 Resistente 32 NINGUNA 
97 181316 Sensible <0,016 Ninguna 
98 181546 Sensible <0,016 Ninguna 
99 189998 Sensible <0,016 Ninguna 
100 190800 Sensible 0,023 Ninguna 
101 190810 Sensible 0,016 Ninguna 
102 190804 Sensible 0,032 Ninguna 
103 190806 Resistente 12 NINGUNA 
104 200836 Sensible <0,016 Ninguna 
105 204137 Resistente 3 A2143G 
106 190471 Sensible 0,016 Ninguna 
107 200355 Sensible <0,016 Ninguna 
108 165725 Resistente 32 A2143G 
109 201388 Sensible <0,016 Ninguna 
110 191830 Sensible 0,032 Ninguna 
111 201387 Sensible 0,023 Ninguna 
112 166461 Resistente 2 A2143G/T2182C 
113 165034 Resistente 1,5 A2143G 
114 202810 Sensible 0,023 Ninguna 
115 200351 Sensible <0,016 Ninguna 
116 190000 Resistente 12 T2182C 
117 189629 Sensible <0,016 Ninguna 




BM: biología molecular 









4.3.2 Sensibilidad a claritromicina. 
Se estudió la sensibilidad a claritromicina en un total de 117 aislamientos por E-
test. De los que 75 (64%) resultaron sensibles y 42 (36%) resultaron resistentes por dicho 
método. 
 
Gráfica 4.3.2  Porcentaje de resistencia a claritromicina por E-test. 








Se compararon los resultados de sensibilidad a claritromicina obtenidos por E-
test, con los obtenidos mediante secuenciación. Se encontró correlación entre ambos 
métodos en el 80.9% de los casos.  
 
De los 118 aislamientos estudiados, 75 (63.5%) fueron sensibles a claritromicina 
por ambos métodos y 34 (28.8%) resultaron resistentes a claritromicina por E-test y por 
biología molecular. Se encontraron discrepancias en 8 casos, los cuales fueron resistentes 
por E-test, pero no se encontró ninguna mutación conocida en la secuencia estudiada del 





Una cepa fue excluida del estudio por no tener resultado acerca de su sensibilidad 
a claritromicina por E-test. Sólo se pudo estudiar mediante biología molecular. 
 
Tabla 4.3.2  Datos de sensibilidad a claritromicina mediante E- test y secuenciación. 
 
 







4.3.2.1  Detección de la mutación responsable de la resistencia a claritromicina. 
La mutación en la posición 2058 ó 2059 de E. coli correspondiente a 2142 y 2143 
en H. pylori que consiste en un cambio de adenina por guanina. Además también se 
estudió la presencia de mutación en posición 2182 que consiste en un cambio de timina 
por citosina. 
 






Sensible (por E-test y 
secuenciación) 
75 63.5 









La mutación en la posición 2143 es la más frecuente encontrada en 85.4% de 
nuestras cepas resistentes. Las mutaciones en las posiciones 2142 y 2182 fueron 
encontradas cada una en el 14.7%. 
 













4.3.2.2  Secuenciación de 695 pares de bases de la región 23S RNAr para detectar 
resistencia a claritromicina en las cepas que hubo discrepancia entre el método 
fenotípico y el genotípico. 
Se amplificó una secuencia de 695 pares de bases del gen 23S RNAr, entre las 
posiciones 2061 y 2756, para poder buscar otras posibles mutaciones en aquellas cepas 
que se encontró discrepancia entre ambos métodos.  
Las mutaciones buscadas son las siguientes que previamente han sido publicadas en la 





MUTACIÓN N % 
A 2142 G 2 5.8 
A 2143 G 26 76.6 
T 2182 C 2 5.8 
A 2143 G + T 2182 C 3 8.8 














4.3.2.3 RFLP (restriction fragment length polymorphism technique) 
 La mutación en la posición 2143 de H. pylori, cambio de adenina por guanina, es 
la  más frecuente que confiere resistencia a claritromicina en nuestro medio. La digestión 
del producto amplificado del 23S rRNA con la enzima BsaI,  permite discriminar de 
manera rápida esta mutación. 
 
Los resultados de la digestión con la enzima BsaI, dan lugar a un fragmento de  











Figura 4.3.2.3 Estudio de la resistencia a claritromicina: 
  Digestión con la enzima BsaI. 
  Pocillos 1 y 2: fragmentos no digeridos por la enzima. 
  Pocillos 2 y 4: fragmentos digeridos por la enzima. 






Tabla 4.3.2.3 Características de las cepas resistentes a claritromicina estudiadas mediante 
RFLP. 
Mutación N RPFL-PCR 
A2142G 2 NEGATIVAS 
A2143G 26 POSITIVAS 
A2143G + T2182C 3 POSITIVAS 
NO MUTACIÓN 10 NEGATIVAS 
 
Todas las cepas que tenían la mutación en la posición A2143G fueron digeridas 




4.3.2.4 Relación de la resistencia a claritromicina con factores del paciente. 
4.3.2.4.1 Relación entre la edad y la sensibilidad a claritromicina. 
 Se observó que los niños estaban colonizados con cepas más resistentes a 
claritromicina que los pacientes adultos, esta diferencia fue estadísticamente significativa 
como se puede ver en la siguiente tabla. (OR: 3.60  p<0.003 by χ2 análisis) 
 
Tabla 4.3.2.4.1 Relación entre la edad y la sensibilidad a claritromicina. 
 N    Niños (n= 61) 
     n                        % 
  Adultos (n= 57) 
  n                % 
Sensibles 75     30                     49.2  45            78.9 
Resistentes 34     24                     39.3  10            17.5 




4.3.2.4.2 Relación entre el lugar de nacimiento y la sensibilidad a claritromicina. 
 En los pacientes que nacieron fuera de España se aislaron cepas menos resistentes 
a claritromicina, que las aisladas en pacientes nacidos en España, esta diferencia fue 
estadísticamente significativa (OR: 0.32  p<0.0047 por χ2 análisis). 
 
Tabla 4.3.2.4.2 Relación entre el lugar de nacimiento y sensibilidad a claritromicina. 
 N   Españoles (n=90) 
     n                       % 
No Españoles (n=28) 
    n                            % 
Sensibles 75 53                   58.9    22                          78.6 
Resistentes 34 30                  33.3      4                          14.3 










4.3.2.4.3 Relación entre el tratamiento previo frente a H. pylori y la sensibilidad a 
claritromicina. 
 Se estudió la relación entre la resistencia a claritromicina y los pacientes que 
habían tenido un tratamiento previo específico frente a H. pylori. 24 (20.3%) de nuestros 
pacientes habían tenido tratamiento, y de estos pacientes el 58.3% estuvieron infectados 
por cepas resistentes a claritromicina, frente al 21.3% de los pacientes que no habían 
recibido ningún tratamiento. Esta diferencia fue estadísticamente significativa. (OR: 5.86  
p<00023 por χ2 análisis). 
 
Tabla 4.3.2.4.3  Relación entre el tratamiento previo frente a H. pylori y la sensibilidad a 
claritromicina. 
 N Tratamiento previo (n= 24) 
  n                         % 
Sin tratamiento previo  (n= 94) 
          N                                     % 
Sensibles 75   8                      33.3      67                                  71.3 
Resistentes 34 14                      58.3      20                                  21.3 




4.3.2.4.4 Relación entre el género y la sensibilidad a claritromicina. 
 No se observó ninguna relación estadísticamente significativa entre el género 








Tabla 4.3.2.4.4 Relación entre el género y la sensibilidad a claritromicina. 
 N Mujer (n= 78) 
n             % 
Hombre (n= 40) 
n                 % 
Sensibles 75     49           62.8     26              65.0 
Resistentes 34     24           30.8     10              25.0  
































1 186788 Adulto Mujer España PPI m 2 s 2 i2 Negativo 430 
2 187112 Adulto Hombre España NO m 2 s 2 i2 Negativo 610 
3 187505 Niño Mujer España NO m 2 s 2 i2 Negativo 610 
4 187507 Niño Hombre España NO m 1 s 1 i1 Positivo 430 
5 186792 Niño Mujer España NO m 2 s 2 i2 Negativo 430 
6 187510 Niño Hombre Gitano SI m 1 s 1 i1 Positivo 430 
7 187509 Niño Mujer S. América NO m 1 s 1 i1 Positivo 430 
8 187508 Niño Mujer España NO m 2 s 2 i2 Negativo 430 
9 182001 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 610 
10 180241 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 610 
11 182090 Niño Mujer India NO m1 m2 s 1 - Positivo 430 
12 182301 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
13 186589 Adulto Hombre España NO m 1 s 1 i1 Positivo 430 
14 186695 Niño Mujer España SI m 2 s 1 i1 Positivo 430 
15 182439 Adulto Hombre España PPI m 2 s 2 - Negativo 430 
16 182302 Niño Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
17 188283 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 610 
18 188285 Adulto Hombre España PPI m 2 s 2 - Negativo 430 
19 181862 Adulto Mujer España NO m 1 s 1 i1 Positivo 430 
20 181663 Adulto Mujer S. América NO m 2 s 2 i1 Positivo 430 
21 182089 Adulto Mujer S. América PPI m 1 s 1 - Positivo 430 
22 186795 Niño Mujer S. América NO m 2 s 2 - Negativo 430 
23 186788 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
24 184184 Niño Mujer España SI m 2 s 2 - Negativo 610 
25 185921 Niño Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
26 180992 Niño Mujer España NO m1 m2 s 1 - Positivo 610 
27 185919 Adulto Mujer Italia NO m 1 s 1 - Positivo 610 
28 185922 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
29 183532 Niño Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
30 183335 Niño Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 610 
31 182881 Adulto Mujer España NO m 1 s 1 - Positivo 430 
32 182879 Adulto Mujer España NO m 2 s 1 i1 Positivo 430 
33 182878 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
34 182876 Niño Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
35 182764 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
36 182005 Adulto Hombre Rusia NO m 1 s 2 i1 Positivo 430 
37 182167 Adulto Mujer España NO m 1 s 1 - Positivo 610 
38 185918 Adulto Mujer España PPI m 2 s 2 - Negativo 430 
39 185887 Adulto Mujer España OCA m 2 s 2 - Negativo 430 
40 185662 Adulto Mujer España NO m 2 s 1 i1 Positivo 610 
41 183863 Niño Hombre Etiopia OCA m 2 s 2 - Negativo 430 
42 183989 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
43 183865 Niño Hombre España SI m 2 s 2 - Negativo 430 
44 183864 Niño Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 430 




46 183990 Niño Hombre España OCA m 2 s 2 - Negativo 430 
47 183869 Niño Mujer Gitano SI m 2 s 1 I1 Positivo 610 
48 183868 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
49 183867 Niño Hombre S. América NO m 1 s 1 - Positivo 610 
50 183866 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
51 184184 Niño Hombre España SI m 2 s 2 - Negativo 430 
52 188282 Adulto Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
53 181862 Adulto Mujer España NO m 1 s 1 - Bordes 430 
54 172177 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 610 
55 172839 Niño Hombre España NO m 2 s 1 I1 Positivo 430 
56 180532 Adulto Mujer S. América NO m 1 s 1 - Positivo 610 
57 179515 Niño Hombre España NO m 2 s 1 I1 Positivo 430 
58 181546 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
59 180531 Adulto Mujer S. América NO m 2 s 1 I1 Positivo 610 
60 176465 Adulto Mujer España SI m 2 s 2 - Negativo 430 
61 185924 Niño Mujer S. América NO m 1 s 1 - Positivo 610 
62 181681 Niño Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
63 182164 Adulto Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
64 180354 Adulto Hombre España NO m 2 s 1 I2 Positivo 430 
65 172810 Adulto Mujer España NO m 2 s 1 I1 Negativo 430 
66 168867 Adulto Mujer S. América NO m 2 s 2 - Negativo 430 
67 180782 Adulto Mujer España PPI m 2 s 2 - Negativo 430 
68 168884 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 610 
69 172180 Niño Mujer S. América NO m 1 s 1 - Positivo 430 
70 173200 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
71 171462 Niño Mujer Rumania NO m 1 s 1 - Bordes 430 
72 191483 Adulto Hombre Rumania NO m 2 s 2 - Negativo 610 
73 171461 Niño Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 610 
74 177299 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 I1 Positivo 430 
75 174720 Niño Hombre China NO m1 m2 s 2 - Positivo 430 
76 180533 Adulto Mujer S. América NO m 1 s 1 - Positivo 430 
77 178742 Niño Hombre Marruecos SI m 2 s 2 - Negativo 430 
78 180901 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
79 191828 Adulto Hombre España NO m 1 s 1 - Positivo 430 
80 177465 Niño Mujer España SI m 2 s 2 - Negativo 430 
81 180349 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
82 181317 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
83 180063 Niño Hombre España SI m 2 s 2 - Negativo 430 
84 178744 Niño Hombre España NO m 1 s 1 - Positivo 430 
85 189720 Adulto Hombre España NO m 1 s 1 - Positivo 430 
86 189999 Adulto Mujer España PPI m 2 s 2 - Negativo 430 
87 189719 Adulto Mujer España NO m 2 s 1 I1 Positivo 430 
88 189205 Adulto Hombre España NO m 1 s 2 I2 Negativo 610 
89 180352 Adulto Mujer España NO m 2 s 1 I1 Positivo 610 
90 190657 Adulto Mujer España NO m 2 s 1 I1 Positivo 430 
91 180901 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
92 180659 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 I1 Positivo 430 
93 171462 Niño Mujer Rumania NO m 1 s 1 - Positivo 430 
94 171463 Niño Hombre Rumania NO m 2 s 2 - Negativo 430 




96 191033 Adulto Mujer España PPI m 1 s 1 - Positivo 430 
97 181316 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
98 181546 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
99 189998 Adulto Hombre España PPI m 2 s 2 - Negativo 430 
100 190800 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
101 190810 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
102 190804 Niño Mujer España NO m 2 s 1 I1 Positivo 430 
103 190806 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
104 200836 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
105 204137 Niño Mujer España NO m 2 s 2  Negativo 430 
106 190471 Niño Mujer S.  América SI m 1 s 2 I1 Positivo 610 
107 200355 Niño Hombre España NO m 1 s 1 - Positivo 430 
108 165725 Niño Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
109 201388 Niño Mujer España NO m 2 s 1 I1 Positivo 430 
110 191830 Adulto Mujer Rumania NO m 2 s 1 I1 Positivo 430 
111 201387 Niño Hombre S. América NO m1 m2 s 2 - Negativo 430 
112 166461 Niño Mujer Rumania NO m 2 s 1 I1 Positivo 430 
113 165034 Adulto Mujer España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
114 202810 Niño Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
115 200351 Niño Hombre España NO m 2 s 2 - Negativo 430 
116 190000 Adulto Mujer España PPI m 1 s 2 I1 Positivo 610 
117 189629 Adulto Mujer S. América NO m 2 s 2 - Negativo 430 




PPI: inhibidor de la bomba de protones. 











4.3.3.1 Detección del gen cagA. 
Se estudió la presencia del cagA en un total de 118 cepas, aisladas en Madrid en el 
año 2008, de las cuales 44 (37%) eran positivas para este gen y 74 (63%) eran negativas. 
 








De las 74 cepas que fueron cagA negativas, 72 (97%) se confirmaron que eran 
realmente negativas para este gen por una PCR específica que amplificaba la región del 
“empty-site”. En las 2 cepas restantes que resultaron negativas para el “empty-site” se 
confirmaron que tenían parcialmente la “isla de patogenicidad cagA”, porque fueron 










Figura 4.3.3.1 a- Detección del gen cagA. 
                        El tamaño depende del número de fosforilaciones EPIYA repetitivas. 




Figura 4.3.3.1 b- Detección del “empty-site” 












4.3.3.1.1 Detección del número y tipos de fosforilación  EPIYA repetitiva en el 
extremo carboxilo terminal de la proteína CagA. 
 Los productos amplificados del gen cagA fueron enviados a secuenciar. El 
extremo carboxilo terminal se caracteriza por la presencia de una secuencia única de 
aminoácidos Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala (EPIYA) y se han identificado cuatro segmentos 
diferentes en función de las secuencias que tienen a su alrededor, que se denominan 
secuencia A, B, C y D.   
 
 
Figura 4.3.3.1.1  Secuenciación del producto amplificado del gen cagA para ver el 




De las 44 cepas cagA positivas, 25 (56.8%) tenían 3 sitios EPIYA siendo estos A, 





Tabla 4.3.3.1.1 a- Número y tipos  de motivos de fosforilación EPIYA. 
Cantidad de motivos de 
fosforilación EPIYA  





n                  % 
Cepas únicas   
1 A        1                   2.2 
2 BC        1                   2.2  
3 ABC      25                 56.8 
3 ABD        2                   4.4  
4 ABCC        9                 20.4 
4 AABC        1                   2.2 
6 ABBBCC        2                   4.4  
Cepas mixtas para el gen vacA   




El 37.4 % de las cepas procedentes de adultos poseían más de tres sitios EPIYA 
en la secuencia del producto amplificado del gen cagA. Los aislamientos procedentes de 
niños sólo un 15% tuvieron más de tres sitios EPIYA en su secuencia. Esta diferencia fue 
estadísticamente significativa (OR 3.38  p<0.0003 por χ2 análisis). 
 
Tabla 4.3.3.1.1 b- Número y tipos de motivos de fosforilación EPIYA según la edad. 
 
Cantidad de  motivos 
de fosforilación EPIYA  
Tipos de motivos de 
fosforilación EPIYA 
Adultos 
(n=24)     
      n                    % 
Niños 
(n=20) 
        N                % 
Cepa única    
1 A 0                          0  1                  5 
2 BC  1                       4.1  0                  0 
3 ABC 14                    58.3 11                55 
3 ABD   0                         0   2                 10 
4 ABCC  6                       25    3                 15 
4 AABC  1                       4.1   0                   0 
6 ABBBCC  2                       8.3   0                   0 
Cepas mixtas    




 La mayoría de las cepas procedentes de pacientes nacidos en España poseían los 
segmentos EPIYA-A, EPIYA-B y EPIYA-C en la secuencia del gen cagA. De los 
pacientes nacidos fuera de España el 53% tenían una secuencia del gen cagA distinta a 
ésta. Esta diferencia fué estadísticamente significativa (OR 2.35  p<0.002 por χ2 análisis). 
 
 
Tabla 4.3.3.1.1 c- Tabla de número y tipos de motivos de fosforilación EPIYA según el 
lugar de nacimiento. 
Cantidad de 
motivos de 









n              % 
Pacientes nacidos fuera de 
España 
(n=19) 
n                        % 
Cepas únicas    
1 A 1                        4 0                                0 
2 BC 0                        0   1                               5.2 
3 ABC 16                      64      9                             47.4 
3 ABD 0                         0      2                             10.5 
4 ABCC 5                        20      4                             21.1 
4 AABC 1                         4      0                               0 
6 ABBBCC 1                         4      1                             5.3 
Cepas mixtas    





















4.3.3.2 Detección de los alelos del gen vacA. 
4.3.3.2.1 Detección de la región m y s. 
 Se estudió en un total de 118 aislamientos la presencia de los alelos s1 o s2 y m1 o 
m2 del gen vacA. En todos los aislamientos se detectó uno de los dos alelos. De las 118 
cepas en 72 (61%) se detectó la presencia de la combinación del gen vacA s2m2. 
 
 
Gráfico 4.3.3.2.1 Distribución de los alelos del gen vacA. 
Distribucción de las regiones s  y 




















Figura 4.3.3.2.1 a- Detección del alelo m1 o m2. 
                        Pocillos 6, 10, 13, fragmentos del alelo m1 (290 pares de bases). 
                        Pocillos 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 11, 12, fragmentos del alelo m2 (350 pb). 





Figura 4.3.3.2.1 b- Detección del alelo s1 o s2. 
                            Pocillos 4, fragmentos del alelo s1 (176 pb). 
                            Pocillos 2, 3, 5, 6, fragmentos del alelo s2 (200 pb).  














4.3.3.2.2 Relación entre los alelos del gen vacA y el lugar de nacimiento del paciente.  
 
Se estudió la relación entre el gen vacA y el origen del paciente. El 71% de los 
pacientes nacidos en España tuvieron una combinación de alelos del gen vacA s2m2. Esta 
proporción fue mucho mayor sí se compara con los pacientes nacidos fuera de España, en 
los que sólo un 28.6% tuvieron dicha combinación. Esta diferencia fue estadísticamente 
significativa (OR: 6.43  p<000 por χ2 análisis). 
 
Tabla 4.3.3.2.2 Relación del gen vacA y el lugar de nacimiento. 
 Total 
n                % 
Inmigrantes (n=28) 
   n                   % 
Españoles (n=90) 
   n                                % 
s1m1    22             19.3    11                 39.3   11                             12.2 
s1m2    16             14.1       4                 14.3   12                             13.3 
s2m1      4               3.5      2                   7.1       2                               2.0  
s2m2    72             63.2      8                 28.6   64                              71.1 
Cepas mixtas: 
             m1m2s1 
             m1m2s2 
     4               3.5 
     2 
     2 
     3                 10.7  
     1 
     2  
    1                                1.1 




4.3.3.2.3 Relación entre los alelos del gen vacA y la edad del paciente. 
 Se estudió la relación entre las diferentes combinaciones alélicas del gen vacA y la 
edad de los pacientes, como se puede observar en la siguiente tabla. 
No se encontró ninguna diferencia entre la edad adulta y la niñez en relación a las 








Tabla 4.3.3.2.3 Relación del gen vacA y la edad del paciente. 
 Total 
N                   % 
Adultos (n=57) 
n                   % 
Niños (n=61) 
N                         % 
s1m1 22                19.3 12                     21  10                       16.4 
s1m2 16                14.0  9                  15.8         7                       11.5 
s2m1   4                  3.5  3                    5.2        1                         1.6 
s2m2 72                63.2 33                  57.9       39                       63.9 
Cepas mixtas: 
         m1m2s1 
         m1m2s2 
  4                  3.5 
  2 
  2 
  
      
      





4.3.3.2.4  Detección de la región intermedia del gen vacA. 
 El criterio para determinar la región intermedia (i1 o i2) es la secuenciación del 



















Se estudió la relación de la región intermedia del gen vacA en las cepas que 
habían tenido la combinación alélica s1m2. De las 16 cepas que tenían esta combinación 
alélica 15 (93.7%) tenían la región intermedia i1.   
  
Tabla 4.3.3.2.4  Relación de las los alelos s y m de la región vacA con la región 
intermedia del gen vacA. 
 N i1 :CLUSTER B 
QASE.ITS  
i2: CLUSTER B 
KSSEKITSRE 
i1: CLUSTER C 
AS.-----SV         
i2: CLUSTER 
C VSSN.SV D 
s1m2 16 15 1 15 1 
s2m1 4 3 1 3 1 
s2m2 cagA+ 3 3 0 3 0 
s2m2 5 0 5 0 5 










4.3.3.3  Relación entre el gen cagA y vacA.  
Se estudió en un total de 118 cepas la relación entre la presencia o ausencia del 
gen cagA con la presencia de un determinado alelo s1 o s2 y m1 o m2.  
Del total de las cepas estudiadas, en 74 (62.7%) no se detectó la presencia del gen cagA. 
En 69 (93.24%) de estas cepas cagA negativas se detectó la combinación de alelos s2m2. 
Sí se comparan estos porcentajes, con cepas cagA positivas pero con una combinación 
alélica distinta a s2m2, obtenemos una diferencia estadísticamente significativa (OR: 
188.60  p<0.000  por χ2 análisis). 
 
Tabla 4.3.3.3 Relación entre el gen cagA y vacA. 
 N %cagA + (n=44) 
   n                            % 
%cagA – (74) 
    n                     % 
s1m1 22    20                       45.5     2                   2.7 
s1m2 16    15                       34.1     1                   1.3 
s2m1 4      3                         6.8     1                   1.3 
s2m2 72      3                         6.8   69               93.24 
Cepas mixtas 4      3                         6.8     1                   1.3 
                                       
 
4.3.3.4  Relación entre los genes cagA y vacA y la resistencia a claritromicina. 
 Se intentó relacionar la presencia del gen cagA y de los alelos del gen vacA con la 
resistencia a claritromicina. Los resultados se exponen en las tablas adjuntas. 
 
Tabla 4.3.3.4 a- Relación entre el gen vacA y la resistencia a claritromicina. 
Claritromicina n %vac A s2m2 %vacA (diferente s2m2) 
Sensible 75 50.7 49.3 
Resistente 34 82.3 17.7 





Tabla 4.3.3.4 b- Relación entre el gen cagA y la resistencia a claritromicina. 
Claritromicina N % cagA + 
Sensible 75 48.0 
Resistente 34 14.7 




Las cepas más resistentes a claritromicina fueron más frecuentemente cagA 
negativas (14.7%) que las sensibles a claritromicina. Sí se relaciona las resistencias con 
los alelos s y m, las cepas con la combinación alélica s2m2 (82.3%) resultaron más 
resistentes a claritromicina que las cepas con una combinación distinta a esta (17.6%), 
















4.3.4 Estudio de la presencia de genes informativos con la procedencia geográfica de 
las cepas de Helicobacter pylori. 
4.3.4.1 Detección de la presencia ins180 bp. 
 Se estudió en un total de 118 cepas la presencia de la inserción de 180 pares de 
bases. Esta inserción podía dar información del origen africano de las cepas. Se detectó 
en 24 (20.3%) de las cepas. No se encontró ninguna diferencia estadísticamente 
significativa entre la presencia de la inserción 180 pares de bases y el origen del paciente, 
como se puede ver en la tabla adjunta. 
 
Tabla 4.3.4.1 Relación de la ins180 bp y el origen del paciente. 
 N Ins 180 pb   
n                           % 
No ins 180 pb  
n                     % 
Españoles 90 16                         66.7         74                   78.7 
No españoles  28         8                           33.3         20                   21.3 
 
 
Figura 4.3.4.1 Detección de la inserción de 180 pares de bases. 
                            Pocillos 2, 4, 5, 6, 7, fragmentos sin ins180 bp, 430 pares de bases. 
                            Pocillos 3, fragmento de ins180 bp 610 pares de bases.  







4.3.5 MLST (Multi Locus Sequence Typing). 
 Se estudió la secuencia de bases MLST en las cepas peculiares del grupo de 118 
cepas aisladas en Madrid 2008. Los resultados se adjuntan en la siguiente tabla. 
 
























4.4 ESTUDIO DE AISLAMIENTOS DE CEPAS DE Helicobacter pylori 
EN ESPAÑA 1994. 
4.4.1 Datos de los pacientes. 
N 
 
Cepa Origen E-test CLA---
 
CMI Mutación  
 
1 26081174 Madrid Sensible 0.016 Ninguna  
2 21061219 Madrid Sensible 0.064 Ninguna  
3 585 Madrid Sensible 0.016 Ninguna  
4 1386 Madrid Resistente 32 A2143G  
5 153059 Madrid Resistente 64 A2142G  
6 1648 Madrid Sensible 0.032 Ninguna  
7 1376 Madrid Resistente 16 A2143G  
8 1374 Madrid Sensible 0.032 Ninguna  
9 154187 Madrid No realizado No realizado Ninguna  
10 1391 Madrid Sensible 0.032 Ninguna  
11 588 Madrid Sensible <0.008 Ninguna  
12 1370 Madrid Resistente 16 NINGUNA  
13 1291 Madrid Sensible 0.016 Ninguna  
14 154188 Madrid No realizado No realizado Ninguna  
15 1274 Madrid Sensible 0.032 Ninguna  
16 26111204 Madrid Sensible 0.032 Ninguna  
17 1734 Madrid Resistente 32 A2143G  
18 148103 Madrid Sensible 0.125 Ninguna  
19 152514 Madrid Resistente 8 A2143G  
20 1472 Madrid Resistente 32 A2143G  
21 1547 Madrid Sensible 0.008 Ninguna  
22 152513 Madrid Sensible 0.064 Ninguna  
23 H146 Almería Sensible 0.008 Ninguna  
24 H150 Almería Sensible <0.008 Ninguna  
25 H126 Almería Sensible 0.064 Ninguna  
26 HI114 Almería No realizado No realizado Ninguna  
27 H151 Almería Sensible 0.016 Ninguna  
28 H114 Almería Sensible <0.008 Ninguna  
29 H161 Almería Resistente 8 A2143G  
30 H117 Almería Sensible <0.008 Ninguna  
31 H149 Almería Sensible 0.032 Ninguna  
32 H135 Almería Sensible <0.008 Ninguna  
33 H147 Almería Sensible 0.032 Ninguna  
34 H133 Almería Sensible 0.064 Ninguna  
35 H179 Almería Sensible <0.008 Ninguna  
36 H118 Almería Sensible 0.016 Ninguna  
37 HI67 Almería Resistente 8 A2143G  
38 H136 Almería Sensible <0.008 Ninguna  
39 H140 Almería Sensible <0.008 Ninguna  




41 H160 Almería Resistente 2 A2143G  
42 H144 Almería Sensible <0.008 Ninguna  
43 SA99 Avilés Sensible 0.016 Ninguna  
44 SA47 Avilés Sensible 0.064 Ninguna  
45 SA113 Avilés Sensible 0.016 Ninguna  
46 SA46 Avilés Sensible 0.016 Ninguna  
47 SA52 Avilés Sensible <0.008 Ninguna  
48 SA78 Avilés Sensible 0.064 Ninguna  
49 IB7 Ibiza Sensible 0.016 Ninguna  
50 IB1 Ibiza Sensible <0.008 Ninguna  
51 IB22 Ibiza Sensible 0.016 Ninguna  
52 IB23 Ibiza Sensible 0.032 Ninguna  
53 IB6 Ibiza Sensible <0.008 Ninguna  
54 IB19 Ibiza Sensible 0.032 Ninguna  
55 IB78 Ibiza Sensible 0.064 Ninguna  
56 IB54 Ibiza Sensible 0.064 Ninguna  
57 IB34 Ibiza Sensible 0.064 Ninguna  
58 IB25 Ibiza Sensible 0.064 Ninguna  
59 IB3 Ibiza Sensible 0.032 Ninguna  
60 IB18 Ibiza Sensible 0.064 Ninguna  
61 IB2 Ibiza Sensible 0.032 Ninguna  
62 IB79 Ibiza Sensible 0.064 Ninguna  
63 IB17 Ibiza Sensible 0.016 Ninguna  
64 IB10 Ibiza Sensible 0.016 Ninguna  














4.4.2 Sensibilidad a claritromicina. 
Se estudió la sensibilidad antimicrobiana para claritromicina en un total de 64 
aislamientos de diferentes zonas de España. 
 
De los 64 aislamientos, en 61 se tenían datos de sensibilidad a claritromicina por 
E-test. 51 (83%) resultaron sensibles a claritromicina y 10 (17%) resultaron resistentes a 
claritromicina por E-test. 
 





 Se estudiaron los datos de resistencia a claritromicina en las distintas regiones de 
España. Y se encontró que del 17% de resistencia a claritromicina encontrado en las 
cepas de España, el 70% pertenecían a cepas procedentes de Madrid, y el 30% de cepas 
procedentes de Almería. No encontrándose ninguna cepa resistente a claritromicina ni en 









Gráfico 4.4.2 b- Porcentaje de resistencia a claritromicina en las diferentes regiones de 















Se compararon los resultados de sensibilidad a claritromicina obtenidos por E-
test, con los obtenidos mediante secuenciación. Se observó correlación  en un 90% de los 
casos.  
 
De los 61 aislamientos estudiados por ambos métodos, 51 (83%) fueron sensibles 
a claritromicina y 9 (14%) resultaron resistentes a claritromicina por E-test y por biología 
molecular. Se encontró discrepancias en 1 caso, el cual fue resistente por E-test, pero no 
se encontró ninguna mutación conocida en la secuencia estudiada del 23S RNAr. 
 
Tres cepas fueron excluidas del estudio por no tener resultado acerca de su 



















4.4.2.1  Detección de la mutación responsable de la resistencia a claritromicina. 
 En los 10 aislamientos que se encontró resistencia a claritromicina mediante 
secuenciación, la mutación encontrada en el 9 de los aislamientos fue un cambio de 
adenina por guanina en la posición 2143 y en la cepa restante se encontró un cambio de 
adenina por guanina en la posición 2142. No encontrándose en ninguno de los 












Sensible (por E-test y 
secuenciación) 
51 79.7 









4.4.3 Datos globales de la detección de genes asociados a la virulencia. 
N 
 
Cepa Origen vacA m vacAs 
 
vacAi cagA Ins180bp 
1 26081174 Madrid m2 s2 -  430 
2 21061219 Madrid m1 s2 - pos 610 
3 585 Madrid m2 s2 -  430 
4 1386 Madrid m2 s2 -  430 
5 153059 Madrid m2 s2 -  430 
6 1648 Madrid m2 s2 -  430 
7 1376 Madrid m2 s2 -  430 
8 1374 Madrid m2 s1 I1 pos 430 
9 154187 Madrid m2 s2 -  430 
10 1391 Madrid m2 s2 -  610 
11 588 Madrid m2 s2 -  430 
12 1370 Madrid m1 s1 - pos 610 
13 1291 Madrid m2 s2 -  430 
14 154188 Madrid m1 s1 - pos 610 
15 1274 Madrid m2 s2 -  430 
16 26111204 Madrid m2 s2 -  430 
17 1734 Madrid m2 s2 -  430 
18 148103 Madrid m1 s1 - pos 430 
19 152514 Madrid m2 s2 -  430 
20 1472 Madrid m2 s2 -  430 
21 1547 Madrid m1 s1 - pos 430 
22 152513 Madrid m2 s2 -  430 
23 H146 Almería m2 s2 -  430 
24 H150 Almería m2 s1 I1 pos 430 
25 H126 Almería m1 s1 - pos 430 
26 HI114 Almería m1 s1 - pos 610 
27 H151 Almería m2 s1 I1 pos 430 
28 H114 Almería m2 s2 -  430 
29 H161 Almería m2 s1 I1 pos 430 
30 H117 Almería m2 s1 I1 pos 430 
31 H149 Almería m2 s1 I1 pos 430 
32 H135 Almería m1 s1 - pos 430 
33 H147 Almería m2 s1 I1 pos 430 
34 H133 Almería m2 s1 I1 pos 430 
35 H179 Almería m2 s2 -  430 
36 H118 Almería m2 s2 -  430 
37 HI67 Almería m1 m2 s2 - pos 430 
38 H136 Almería m2 s1 I1 pos 430 
39 H140 Almería m2 s1 I1 ind 610 
40 H134 Almería m1 s1 - pos 430 
41 H160 Almería m1 s1 - pos 430 
42 H144 Almería m2 s2 -  430 
43 SA99 Avilés m2 s1 I1 pos 610 
44 SA47 Avilés m2 s2 - ind 430 
45 SA113 Avilés m2 s2 -  430 




47 SA52 Avilés m2 s2 -  430 
48 SA78 Avilés m1 s2 - pos 430 
49 IB7 Ibiza m1 s1 - pos 430 
50 IB1 Ibiza m1 s1 - pos 430 
51 IB22 Ibiza m2 s1 I1 pos 430 
52 IB23 Ibiza m1 s1 - pos 430 
53 IB6 Ibiza m1 s1 - pos 430 
54 IB19 Ibiza m1m2 s2 - pos 430 
55 IB78 Ibiza m1 s1 - pos 610 
56 IB54 Ibiza m2 s1 I1  430 
57 IB34 Ibiza m2 s2 -  430 
58 IB25 Ibiza m1 s1 - pos 430 
59 IB3 Ibiza m2 s1 I1 pos 430 
60 IB18 Ibiza m1m2 s2 - pos 430 
61 IB2 Ibiza m1 s1 - pos 430 
62 IB79 Ibiza m1 s2 - pos 610 
63 IB17 Ibiza m2 s2 -  430 



















4.4.3.1 Detección del gen cagA. 
Se estudió la presencia del gen cagA en un total de 62 cepas, aisladas en diferentes 
regiones de España, de las cuales 36 (58%) eran positivas para este gen y 26 (42%) eran 
negativas. 
 







De las 26 cepas que fueron cagA -, todos los casos se confirmaron que eran 
realmente negativas por la PCR “empty-site”. Dos cepas fueron excluidas de este estudió 
porque no se consiguió amplificación para ninguna de las dos PCR (empty-site, ni cagA), 
ni tampoco se consiguió amplificación para la PCR especifica de la determinación de la 
parcialidad de la “isla de patogenicidad cagA”. 
 
De las 36 cepas positivas para el gen cagA se estudió cual era la procedencia de 


















Se obtuvo una diferencia estadísticamente significativa si se compara Madrid con 
el resto de España (OR 8.81 p<0000 por ×2 análisis). 
 
 
4.4.3.1.1 Detección de tipos y número de fosforilaciones EPIYA. 
 Se estudiaron 36 cepas cagA positivas para ver el número y tipo de fosforilaciones 
EPIYA que poseían. Sólo se consiguió buena señal de secuenciación en 25 (69.4%) de 






























      
3 ABC 2 7 3 2 
3 ABD 0 0 0 0 
4 ABCC 2 5 0 0 




4.4.3.2 Detección de las distintas combinaciones alélicas del gen vacA. 
Se estudió en un total de 64 aislamientos la presencia de los alelos s1 o s2 y m1 o 
m2 del gen vacA. En todos los aislamientos se detectó uno de los dos alelos. De las 64 
cepas en 26 (38%) se detecto la presencia de la combinación del gen vacA s2m2. 
 

















4.4.3.2.1 Distribución por regiones de las distintas combinaciones alélicas del gen 
vacA. 
 Se determinó la distribución de los alelos s1 o s2 y m1 o m2 en 22 cepas de 
Madrid, 20 de Almería, 16 de Ibiza y 6 procedentes de Avilés. Los resultados vienen 
expresados en la siguiente tabla. 
 
Tabla 4.4.3.2.1 Distribución de las combinaciones alélica según la procedencia 
geográfica. 
 Madrid (n=22) Almería (n=20) Ibiza (n=16) Avilés (n=6) 
s1m1 4 5 7 1 
s1m2 1 9 3 1 
s2m2 16 5 2 3 
s2m1 1 0 2 1 
m1m2s2 0 1 2 0 
 
 
4.4.3.3 Determinación de la región intermedia del gen vacA. 
Se estudió la relación de la región intermedia del gen vacA en las cepas que 
habían tenido la combinación alélica s1m2. De las 14 cepas que tenían esta combinación 
alélica todas tenían la región intermedia i1 del gen vacA.   
 
Tabla 4.4.3.3  Relación de las los alelos s y m de la región vacA con la región intermedia 
del gen vacA. 
 N i1 :CLUSTER B 
QASE.ITS  
i2: CLUSTER B 
KSSEKITSRE 
i1: CLUSTER C 
AS.-----SV         
i2: CLUSTER C 
VSSSN.SV D 






4.4.3.4 Relación entre el gen vacA y gen cagA. 
 Se estudió en un total de 64 cepas la presencia o ausencia del gen cagA con la 
presencia de una determinada combinación alélica. 
 Del total de las cepas estudiadas, en 36 (58%) se detectó la presencia del gen cagA 
y en el 100% se detectó una combinación alélica distinta a s2m2, como se puede ver en la 
tabla adjunta. 
 





n               % 
cagA-  
(n=26) 
n               % 
IND 
(n=2) 
n          % 
s1m1 17  17             47.2    0              0       0          0 
s1m2 14  12             33.3    1              3.8     1         50  
s2m2 26   0                0    25            100     1         50 
s2m1 4   4              11.1    0               0     0           0 















n              
cagA-  
(n=16) 
n    
s1m1 4 4 0 
s1m2 1 1 0 
s2m2 16 0 16 
s2m1 1 1 0 











n              
cagA-  
(n=5) 
n              
IND 
(n=1) 
N    
s1m1 5 5 0 0 
s1m2 9 8 0 1 
s2m2 5 0 5 0 
s2m1 1 1 0 0 












n              
cagA-  
(n=2) 
n              
IND 
(n=1) 
N            
s1m1 1 1 0 0 
s1m2 1 1 0 0 
s2m2 3 0 2 1 
s2m1 1 1 0 0 
m1m2s2 0 0 0 0 
 
 





n             
cagA-  
(n=3) 
n      
s1m1 7 7 0 
s1m2 3 2 1 
s2m2 2 0 2 
s2m1 2 2 0 





 Al igual que ocurría al analizar los resultados de una forma global, se observó una 
alta relación entre la existencia del gen cagA – con la combinación alélica s2m2 en todas 
las regiones estudiadas.  
 
 
4.4.4  Estudio de la presencia de genes informativos con la procedencia geográfica 
de las cepas de Helicobacter pylori. 
4.4.4.1 Detección de la presencia ins180 pb. 
 Se estudió en un total de 64 cepas la presencia de la inserción de 180 pares de 
bases que podía dar información del origen africano de las cepas. Se detectó en 9 (14.1%) 
de las cepas. En la tabla adjunta podemos ver la distribución de la presencia de esta 
inserción según las diferentes áreas geográficas.  
 
Figura 4.4.4.1  Detección de la inserción de 180 pares de bases. 
 Total 




























4.4.4.2 HspA (Heat Shock Protein). 
 Se secuenció una parte del gen que codifica la proteína de choque térmico HspA 
para determinar la procedencia geográfica de las cepas. Del total de las 64 cepas 
estudiadas, en 7 no se consiguió buena señal en la secuenciación en el dominio A. De las 
57 cepas en las que sí se consiguió, en 17 (26.6%) se encontró la secuencia con origen 
asiático, detallándose en la siguiente tabla según la región geográfica. 
 
Tabla 4.4.4.2 a- Genotipos geográficos determinados por la secuencia amino terminal del 
gen hspA. 
 
         
             Secuencia de aminoácidos del dominio A n Madr Alm Ibi Av 
                                          57 N=20 n=18 N=14 n=5 
Cepa de 
referencia L I T I S A K F L F Y L S K L R R T E M 38 16 10 11 1 
1a - R I - - - - - - - - - - - - - - - - - 17 4 7 2 4 
2 - - - - - T - - - - - - - - - - - - - - 1 0 0 1 0 
3 - - - - - - I - - - - - - - - - - - - - 1 0 1 0 0 
 
-a Origen asiático. 
  
 
Del total de las 64 cepas estudiadas, en 6 no se consiguió buena señal en la 
secuenciación en el dominio B. De las 58 cepas en las que sí se consiguió, en 6 (10.3%) 
se encontró la secuencia con origen asiático y en 8 (13.8%) se encontró la secuencia con 







Tabla 4.4.4.2 b- Genotipos geográficos determinados por la secuencia amino terminal del 
gen hspA. 
  Secuencia de aminoácidos del dominio B  Total Mad Alm Ibi Avi 
                            n=58 n=20 n=18 n=14 n=6 
Cepa de 
referencia 90 G S G S C C H T G N H 100 44 17 14 9 4 
1ª   S - - - - - - - N S -   2 2 0 0 0 
2a   S - - - - - - - - - -   4 1 3 0 0 
3b   - A - - - - - A N S -   5 0 0 5 0 
4b   - A - - - - - -   - -   3 0 1 0 2 
 
-a  Origen asiático. 
-b Origen africano. 
  
 
 Se estudio la relación entre el dominio A y B, y se encontró que solamente en 3 
(5.2%) de las cepas que tuvieron alguna de los dos  dominios característicos de cepas de 
origen asiático, realmente tenían coincidencia en las dos dominios. Estas tres cepas 
fueron aisladas en Almería. 
 










4.5 RELACIÓN ENTRE LAS CEPAS AISLADAS EN 2008 Y EN 1994. 
4.5.1 Cambio de sensibilidad a claritromicina en los dos períodos de tiempo. 
 En el año 2008 se encontró una resistencia a claritromicina del 36% mediante 
métodos fenotípicos, en Madrid. En las cepas aisladas en el año 1994 en España, se 
encontró una resistencia a claritromicina del 16%. Pero si comparamos solamente la 
región de Madrid en estos años, se puede observar que la resistencia a claritromicina no 
ha variado. 
 



















4.5.2 Cambios genotípicos en los factores de virulencia en los dos períodos de 
tiempo. 
4.5.2.1 Cambios en el gen vacA. 
 La combinación alélica más frecuente del gen vacA en la región de Madrid en 
ambos periodos de tiempo, 1994 y 2008, fue s2m2. El alelo predominante en el resto de 
las tres regiones fue el s1, obteniéndose un alto porcentaje en Almería e Ibiza. 
 
Tabla 4.5.2.1 Comparación del gen vacA. 
 N s1m1/m2 
   n              % 
s2m2 
    n                % 
s2m1 
    n            % 
Madrid 22    5             22.7   16             72.7     1           4.5      
Almería 20  14             70.0     5             25            1           4.5 
Avilés 6    2             33.3     3             50     1         16.7 
Ibiza1 16  10             62.5     2             12.5     2         12.5 
Madrid 20082 118  38             32.2    72            61.1     4           3.3   
 
12 cepas mostraron señal mixta.  





4.5.2.2 Cambios en el gen cagA. 
 El menor porcentaje de cepas cagA positivas se obtuvo en Madrid, tanto en el 
periodo de 1994 como en el periodo del 2008. Obteniéndose una diferencia con el resto 
de regiones de España, donde se detectó la presencia del gen cagA en un mayor 






Tabla 4.5.2.2 Comparación del gen cagA. 
 
 N cag A+ 
   n              % 
cagA- 
    n                % 
Indeterminad 
n            % 
Madrid 22    6             27.3   16             72.7  
Almería 20  14             70      5            25            1             5 
Avilés 6    3             50     2             33.3      1           16.6  
Ibiza 16  14             87.5     2             12.5  




4.5.2.2.1 Comparación de los motivos de fosforilación EPIYA. 
 Se comparó la cantidad y tipos de motivos de fosforilación EPIYA en las cepas 
aisladas en España en 1994 y en las cepas aisladas en Madrid. En todas las cepas se 
observó que el EPIYA-A, EPIYA-B y EPIYA-C, son las repeticiones más 
frecuentemente encontradas en los dos períodos de tiempo. Excepto en las cepas de 
Madrid aisladas en 1994, pero podría ser por el escaso número de cepas estudiadas. 
 
 




































Cepas         
< 3 A/AC 2 1 0 0 0 0 1 
3 ABC 42 17 2 7 3 2 11 
3 ABD 2 0 0 0 0 0 2 


























En el presente trabajo hemos estudiado la resistencia a claritromicina en cepas de H. 
pylori mediante diferentes métodos moleculares, viendo la posible asociación de los 
factores de virulencia del microorganismo y dicha resistencia. 
 
5.1 Diagnóstico de la infección por Helicobacter pylori y su sensibilidad a 
claritromicina mediante técnicas de biología molecular: PCR a tiempo real y PCR 
convencional con hibridación reversa. 
En los últimos años se han desarrollado numerosas técnicas que permiten detectar 
la presencia del DNA de H. pylori directamente en la biopsia gástrica. La mayoría de las 
técnicas se basan en la PCR tanto clásica como a tiempo real y presentan diferentes 
objetivos de diagnóstico, siendo fundamentales los siguientes: la detección de genes 
específicos de la bacteria, de los factores de virulencia y de los mecanismos de resistencia 
(Doorn 2001).  
 
La PCR tanto clásica como a tiempo real se ha utilizado con éxito para estudiar la 
resistencia a claritromicina puesto que son capaces de detectar mutaciones puntuales en el 
gen 23S RNAr, que confieren resistencia a este antimicrobiano (López-Brea 2006). La 
resistencia a macrólidos observada en H. pylori es debida a una mutación en una 
secuencia de la región peptidiltransferasa 23S del RNAr en la subunidad 50S. La 
mutación que se encuentra más frecuentemente en aislamientos clínicos es la A2143G, 





La PCR en tiempo real, se basa en la amplificación y la detección del producto 
amplificado de forma simultánea. Se utilizan secuencias complementarias a las 
secuencias de interés. Al ir marcadas con fluorocromos, a medida que se amplifica el 
fragmento seleccionado, se detecta la emisión de fluorescencia (Reganath 2004). 
Previamente a la realización de la PCR se necesita utilizar un método de extracción que 
sea eficaz y con el que se obtengan excelentes resultados. En este trabajo, se ha utilizado 
un nuevo método para la extracción automática de DNA a partir de biopsia gástrica. Con 
este nuevo método se facilita la extracción, se evita la manipulación y se obtienen buenos 
resultados. 
 
En nuestro estudio se compararon los resultados de la PCR a tiempo real con los 
del cultivo tradicional. De las 106 biopsias en las que se hizo la PCR a tiempo real, en 62 
se produjó amplificación.  56 de estas 62 cepas tuvieron crecimiento en cultivo y las 6 
cepas restantes fueron positivas por PCR pero fue negativo su cultivo. Esta discrepancia 
puede ser principalmente porque H. pylori es un organismo muy lábil que se contamina 
con facilidad, inhibiéndose su crecimiento.  
La sensibilidad y la especificidad de la prueba fueron altas, de un 93% y un 87%, 
respectivamente. La principal ventaja de la PCR a tiempo real es que es una técnica muy 
rápida, en una hora se pueden obtener resultados fiables después de realizar la extracción 
de ADN, mientras que el cultivo de la biopsia gástrica es más lento, debido a que H. 





Cuatro biopsias fueron positivas por cultivo y sin embargo el resultado de la PCR 
fue negativo; la extracción de DNA fue correcta, ya que la  amplificación por PCR del 
gen de la β-globina humana fue positiva. Este resultado discrepante podría ser por una 
concentración baja del microorganismo en la muestra de biopsia gástrica. 
 
En cuanto a los datos de sensibilidad a la claritromicina comparando ambos 
métodos, de las 56 biopsias estudiadas que tuvieron un cultivo positivo para H. pylori y 
una amplificación positiva mediante PCR, 32 (57%)  fueron sensibles a claritromicina 
por E-test y en tres casos se encontraron discrepancias con el método genotípico,  esto 
puede ser principalmente porque se trate de una infección mixta que presente una cepa 
sensible y otra cepa resistente a claritromicina y en cada uno de los métodos se ha 
detectado una distinta. En el caso de las cepas que resultaron resistentes a claritromicina 
mediante E-test que fueron 24 (42%), en una de ellas, también hubo discrepancia con 
respecto al método de biología molecular utilizado en este estudio. La explicación podría 
ser que la infección estuviera producida por una cepa sensible y otra resistente. Algunos 
autores han descrito que las cepas resistentes son de crecimiento más lento en cultivo que 
las cepas sensibles (Wang 1998). Esto podría explicar el caso de una infección mixta en 
la que se detectaría por cultivo sólo la cepa sensible. O bien, que se trate de una cepa que 
tenga un mecanismo de resistencia distinto al estudiado con el método utilizado. 
 
Otra técnica de amplificación de ácidos nucleicos que ha resultado de gran 




secuencia diana, y su posterior hibridación, en tiras de nitrocelulosa marcadas con sondas 
específicas para diferentes genes de H. pylori. 
 
 Se estudiaron 63 muestras de biopsias obtenidas de pacientes pediátricos. Se 
realizó la PCR convencional y un posterior revelado mediante hibridación para ver la 
presencia de H. pylori y detectar la resistencia a claritromicina. Posteriormente se 
secuenció el producto amplificado para ver la correlación y la mutación que confería 
resistencia a claritromicina.  
De las 63 biopsias estudiadas 24 (38.1%) fueron positivas y 27 (43%) negativas 
para H. pylori tanto por cultivo como por  PCR. Once biopsias fueron positivas mediante 
este método genotípico pero negativas por cultivo. Una biopsia fue positiva por cultivo y 
sin embargo el resultado de la hibridación en fase sólida fue negativo; la extracción fue 
correcta, ya que la amplificación por PCR del gen de la β-globina humana fue positiva. 
Este resultado discrepante puede ser debido a que el microorganismo presente en la 
biopsia esté en pequeña cantidad. 
La sensibilidad y la especificidad fueron de un 96% y 71%, respectivamente. La 
principal ventaja de esta técnica es la fácil interpretación de los resultados. 
De las 24 muestras que tuvieron resultado positivo para H. pylori mediante 
cultivo y mediante este método de biología molecular, 11 (45.8%) fueron infectados por 
una cepa resistente y 13 (54.2%) fueron infectados con una cepa sensible a claritromicina 
por E-test. En 2 cepas se encontraron discrepancias con el método genotípico, 1 cepa era 
resistente por E-test y sensible mediante biología molecular, puede ser porque el 




estudiada. En el caso de la otra cepa en la que se encontró discrepancia, fue sensible por 
E-test pero resistente a claritromicina mediante PCR. 
Se encontraron 3 cepas que eran heteroresistentes, tenían doble señal en la tira de 
nitrocelulosa, esto significaba que el paciente estaba infectado por una cepa sensible y 
otra resistente a claritromicina simultáneamente o que la mutación se encontraba sólo en 
1 de las 2 copias del gen RNA que tiene esta bacteria. 
Se amplificó y posteriormente se secuenció una región de 695 pares de bases del 
23S del RNA ribosómico en las 35 muestras de biopsia que habían sido positivas 
mediante PCR y posterior hibridación, pero solamente se consiguió en 19 de los 35 casos 
una buena señal en los cromatogramas de la secuenciación. Obteniéndose en estos casos  
plena correlación con los datos obtenidos por hibridación en fase sólida.    
 
Si se comparan los resultados de los dos métodos de biología molecular (PCR en 
tiempo real y PCR convencional con hibridación en fase sólida),  en ambos casos se han 
obtenido excelentes resultados tanto de especificidad como de sensibilidad, siendo  algo 
mejores en la PCR a tiempo real, además este método tiene la ventaja de ser rápido ya 
que en sólo una hora se obtendrían los resultados. Por otro lado la hibridación en fase 
sólida, aunque es algo más lenta, ya que la amplificación y la detección no se realizan de 
manera simultánea, los resultados, sí son más fáciles de interpretar y permite detectar 
también la resistencia a fluorquinolonas, aunque no se ha analizado en este trabajo.  
 
Un posible inconveniente del kit utilizado para la realización de la PCR a tiempo 




para la hibridación en fase sólida, poseen un control de amplificación, con el fin de que 
cuando se obtienen resultados negativos se puede conocer si es un verdadero negativo o 
si ha habido una inhibición de la amplificación. 
Hay muchos estudios publicados que utilizan tanto PCR como PCR en tiempo 
real para detectar H. pylori y su resistencia a claritromicina o a otros antibióticos de 
primera línea utilizados para el tratamiento frente  H. pylori como son quinolonas, 
tetraciclinas o rifampicina (Chisholm 2009, Lawson 2005). La mayoría de las PCR a 
tiempo real encontradas en la literatura no son kits comerciales, pero todos ellos obtienen 
una buena sensibilidad y especificidad para detectar las cepas resistentes a claritromicina  
(Lacols 2003). Schabereiter-Gurtner   et al. usaron un kit comercial basado en una  PCR a 
tiempo real, para la detección de H. pylori y su resistencia a claritromicina, con una 
sensibilidad y una especificidad para la detección de claritromicina del 82% y 100% 
respectivamente. El inconveniente de este estudio fue que se incluyeron muy pocas cepas 
resistentes a claritromicina (Schabereiter-Gurtner 2004).  
En la revisión bibliográfica que hemos realizado hemos encontrado un artículo 
publicado acerca de la detección de H. pylori y su resistencia a claritromicina mediante 
este nuevo kit comercial basado en la hibridación en fase sólida, con resultados parecidos 
a los nuestros (Cambau 2009). 
Los métodos moleculares pueden llegar a tener mayor rentabilidad que los 
métodos tradicionales, ya que el cultivo se puede contaminar debido al  lento crecimiento 
del microorganismo. En nuestro estudio se ha podido comprobar que hay cepas que no 
crecen en cultivo pero si son positivas mediante biología molecular, hay otros estudios 




2008). Sin embargo, el cultivo sigue siendo imprescindible para la detección de 
resistencia a otros antimicrobianos. 
 En conclusión, la principal ventaja de las técnicas moleculares es la rapidez en 
obtener los resultados acompañados de una alta sensibilidad y especificidad tanto en 
nuestro estudio como en otros consultados. Por otra parte, los métodos moleculares 
permiten detectar infecciones mixtas con cepas sensibles y resistentes simultáneamente o 
infecciones por cepas heterogéneas (cepas con una mutación en una de las dos copias del 
gen), que pueden pasar desapercibidas por los métodos fenotípicos. La principal 


















5.2 Estudio de la sensibilidad a claritromicina. 
H. pylori es una de las mayores causas de gastritis crónicas y úlceras pépticas. Las 
pautas de tratamiento para erradicar H. pylori combinan 2 ó 3 antimicrobianos junto con 
un compuesto anti-ulceroso (una bomba inhibidora de protones o sales de bismuto), que 
permite modificar el pH del estómago  para que actúe el antibiótico. La duración de la 
terapia habitual ha sido de 7 a 10 días. 
Antes de iniciar una pauta de tratamiento se debe considerar el porcentaje de 
resistencia a los antimicrobianos en esa población o área geográfica. Se recomienda la 
pauta de tratamiento triple con un inhibidor de la bomba de protones y dos 
antimicrobianos como primera opción. Si este tratamiento falla, se debe evitar repetir dos 
veces la misma pauta y se recomienda realizar estudios microbiológicos antes de iniciar 
una nueva pauta. La resistencia a  los antimicrobianos es la principal causa de fallo del 
tratamiento. La gravedad de la inflamación gástrica, las dosis del antiulceroso y la 
naturaleza de la patología (ulcerosa versus enfermedad no ulcerosa) también puede 
afectar al éxito de la terapia. En los últimos años se han publicado numerosas guías sobre 
el tratamiento de la infección por H. pylori que recomiendan tratamiento con triple 
terapia, dos antibióticos al día (claritromicina, amoxicilina o metronidazol) más un 
antiulceroso durante dos semanas. Estos medicamentos son considerados los más 
efectivos contra la infección producida por H. pylori. El principal problema que nos 






La relevancia clínica de la sensibilidad o resistencia a un determinado 
antimicrobiano in vitro se mide entre otros parámetros mediante la erradicación o no del 
microorganismo tras una pauta de tratamiento. Existen factores del paciente que pueden 
influir o incluso predecir de alguna manera el fallo de una pauta terapéutica, como es el 
caso del tabaquismo, pacientes tratados previamente con antagonistas de los receptores de 
histamina tipo 2, pacientes no cumplidores o en aquellos en los que la densidad 
bacteriana es muy alta. No obstante, parece ser que uno de los mejores factores para 
predecir el fallo en la erradicación del microorganismo es la resistencia al antimicrobiano 
(López-Brea 1999). 
 
Claritromicina es el antibiótico más utilizado para el tratamiento de la infección 
por H. pylori, desde que se comprobó el fuerte efecto bactericida in vitro comparado con 
otras moléculas probadas. Desafortunadamente, la resistencia primaria a claritromicina se 
está incrementando en todo el mundo, pero el nivel de resistencia varía en las diferentes 
áreas geográficas. Se ha descrito que la gravedad de la inflamación gástrica, la dosis del 
inhibidor de la bomba de protones utilizada y la patología que produce la infección por H. 
pylori afecta al éxito del tratamiento con claritromicina (Domingo 2002). 
 
En nuestro estudio referente a cepas aisladas en la actualidad, se ha encontrado 
que la resistencia de H. pylori a claritromicina es alta, cercana al 30 %. En España y otros 
países de Europa, incluido Francia, Portugal, Polonia, Turquía y Bulgaria, se ha 
observado un incremento de la resistencia a claritromicina en los últimos años 




el Norte de Europa no se ha obtenido este incremento. Esta diferencia probablemente 
depende del consumo de macrólidos en los diferentes países.  
En nuestra población de estudio se incluían el 24% de pacientes nacidos fuera de 
España,  y de estos el 50%  procedían de Sudamérica, y el 25% de países del Este de 
Europa, donde los niveles de resistencia a claritromicina son mucho menores (Boyanova 
2009). De acuerdo con esto, en nuestro estudio encontramos niveles más altos de 
resistencia a este antibiótico en pacientes nacidos en España, que en pacientes 
extranjeros. 
 Los nuevos macrólidos fueron comercializados en España a principios de los 
años 90, y la claritromicina concretamente en el año 1991. Se ha citado que es muy 
frecuente tratar con macrólidos infecciones del tracto respiratorio superior (López-Brea 
1997). Comparando este trabajo con otros de similares características realizados 
previamente en nuestro hospital, el porcentaje de resistencia a claritromicina durante 
1999 y 2000 fue de un 29.16% (28 aislamientos de 96 fueron resistentes a 
claritromicina); y la resistencia se incrementó a un 56.6 % en el período 2002-2006 
(López-Brea 2001, Agudo 2008). La resistencia a este antibiótico se ha visto 
incrementada considerablemente, también en nuestro trabajo cuando se comparan los 
resultados obtenidos en los aislamientos clínicos del 2008 y los aislamientos clínicos del 
año 1994, dónde se encontró una resistencia a claritromicina del 16%.  
Hubo una gran diferencia de resistencia a claritromicina entre los aislamientos de 
estos dos periodos, si se mira más en detalle, se ve también una gran diferencia del 
porcentaje de resistencia a claritromicina entre las cepas aisladas en Madrid en 1994 y el 




encontraron en Madrid. De esto se pude deducir que antes de iniciar un tratamiento 
empírico frente a la infección por H. pylori es importante conocer la resistencia local a 
dicho antibiótico (Megraud 2004, Kobayashi 2007).    
 
La resistencia a claritromicina se produce principalmente por mutaciones en la 
región peptidiltransferasa de la subunidad 23S del RNAr (Domingo 1998). El punto más 
frecuente de mutación encontrado en los dos periodos de tiempo estudiados fue en la 
posición A2143G. Esta mutación es la que más frecuentemente produce resistencias a 
claritromicina tanto en nuestra región, como en el resto de Europa, Japón y China, según 
publicaciones previas (Francesco 2007, Liu 2008).  
Se observaron discrepancias en ocho cepas estudiadas de los aislamientos clínicos 
del año 2008, en las que se encontró resistencia  a claritromicina mediante métodos 
fenotípicos pero no se encontró ninguna mutación en la región estudiada del 23S RNA 
ribosómico. En estas cepas se amplificó y posteriormente se secuenció un fragmento de  
695 pares de bases. En esta secuencia se buscaron mutaciones menos frecuentes como: 
A2115G, G2141A, C2147G, T2190C, C2195T, A2223G y C2694A, que habían sido 
asociadas con resistencia a claritromicina por distintos autores (Hao 2004, Fontana 2002, 
Rimbara 2008, Kim 2008, Francesco 2009), pero no se encontró ninguna mutación. El 
que no se hayan encontrado mutaciones en estas cepas puede ser porque la mutación que 
confiere resistencia a claritromicina se encuentre en un sitio distinto al estudiado en la 
región 23S del RNA ribosómico; u otro sitio diferente del RNA ribosómico, como 




 Otra posible explicación sería que H. pylori contiene dos copias del operon 23S 
del RNA ribosómico (Taylor 2008).  Las secuencias del 23S RNA ribosómico pueden 
tener mutaciones en una copia del gen y no en la otra y en este caso se puede inducir la 
mutación en la otra copia con pequeñas concentraciones de claritromicina, como por 
ejemplo utilizando las tiras de E-test. Además, podría ser que la infección estuviera 
producida por una cepa sensible y otra resistente. Las cepas resistentes son de 
crecimiento más lento en cultivo que las cepas sensibles. Esto podría explicar el caso de 
una infección mixta en la que se detectara por cultivo sólo la cepa sensible. 
 
El desarrollo por parte de Verlasovic et al de una PCR que amplificaba una región 
del dominio V del 23 S RNA ribosómico y la posterior digestión del mismo con la 
enzima de restricción (Bsa) hacen más sencillo el estudio de las mutaciones existentes 
relacionadas con la resistencia a claritromicina. La enzima BsaI detecta la mutación en la 
posición A2143G. Todas las cepas de los aislamientos clínicos del año 2008 que 
previamente se habían visto que poseían la mutación en la posición A2143G fueron 
digeridas con la enzima BsaI, mientras que no fueron digeridos con el enzima, 2 
aislamientos que poseían la mutación en la posición A2142G y los 10 aislamientos en los 
que no fueron encontradas ninguna mutación.  
 
Otro estudio que hemos realizado en este trabajo con los aislamientos clínicos del 
año 2008, es ver la asociación de la claritromicina con diferentes características del 
paciente. En relación con la sensibilidad a claritromicina y la edad del paciente, se 




claritromicina que las cepas aisladas en adultos, esto es debido a que los niños son 
tratados frecuentemente con macrólidos en las infecciones del tracto respiratorio, como se 
ha mencionado anteriormente (Pérez-Aldana 2002). 
 
En cuanto a los pacientes que habían sido previamente tratados de la infección 
por H. pylori, se encontró que estaban más frecuentemente colonizados con una cepa 
resistente a claritromicina que los pacientes que no habían sido tratados frente H. pylori, 
(Adamek 1998, Heep 2000, Tüzün 2008). Este antibiótico es el utilizado más 
frecuentemente en la terapia triple para la erradicación de H. pylori. Si se revisan estudios 
previos realizados en nuestro hospital acerca de la resistencia secundaria a claritromicina, 
















5. 3 Estudio del gen cagA 
 Las cepas de H. pylori han sido diferenciadas según la expresión o no de la toxina 
vacuolizante (vacA) y la proteína codificada por el gen asociado a citotoxicidad (cagA), 
considerándose más virulentas las que tienen la presencia de esta última proteína (Censini 
1997). Las cepas cagA positivas producen mayor daño en el epitelio, se ha propuesto 
como modelo que explique esto, que las cepas cagA + son más sensibles a la acidez, de 
forma que para librarse de ella deben colonizar la zona más cercana al epitelio donde el 
pH es alrededor de 7 interaccionando más con las células del huésped y produciendo así 
una mayor respuesta inflamatoria (Blaser 1997, Karita 1998). 
 Encontramos que en la población estudiada del año 2008, el porcentaje global de 
cepas cagA+ fue del 37%, mientras que las cepas estudiadas del año 1994 el porcentaje 
fue del 58%. Estudios similares llevados a cabo en nuestro hospital en el año 2006 
muestran una prevalencia de cepas cagA+ del 51.7% (Díaz-Regañon 2006). Por otra 
parte, la prevalencia de cepas cagA+ varia según el país de estudio, en general más del 
50% de las cepas cagA+ se encuentra en los países del este asiático (Yamaoka  2002). 
Estudios realizados en varios países europeos muestran resultados diferentes en cuanto a 
la detección del gen cagA, así en países del Este de Europa como Eslovenia y Turquía la 
prevalencia es del 61.2 % y 73 % respectivamente, mientras que en países del Norte de 
Europa, Suecia e Islandia, la prevalencia es mucho menor, 11 % y 36 % respectivamente 
(Homan 2009; Erzin 2006; Thjodleifsson 2008). 
 Como se ha podido comprobar con los datos anteriores, ha habido una 
disminución de la prevalencia de cepas cagA + en los últimos años en nuestro estudio, lo 




encontrado un estudio que compare las variaciones en este factor de patogenicidad en una 
región determinada. Este trabajo fue llevado a cabo en Italia, dónde al contrario que en 
nuestro estudio las cepas más virulentas han aumentado (Francesco 2009). 
  
De los aislamientos del año 2008, alrededor del 21% de las cepas procedían de 
pacientes nacidos fuera de España. De estos pacientes el 65% eran cagA+, porcentaje 
estadísticamente significativo si se compara con los pacientes nacidos en España. Más del 
50% de estos pacientes procedían de Sudamérica, dónde la prevalencia de cepas cagA + 
es  superior a los países del centro y Sur de Europa. En países como Brasil o Cuba los 
porcentajes de cepas cagA + pueden ser superiores al 70% (Chiarini 2009, Mattar 2005, 
Torres 2009, Paniagua 2009, Gutiérrez 2005). Hay un estudio realizado en España con 
pacientes inmigrantes, dónde también se obtienen porcentajes de cepas cagA+ 
relativamente superiores a los porcentajes que se tienen en nuestra área actualmente 
(Sanz-Pelaez 2008).  
 
En el estudio por regiones de las cepas aisladas en el año 1994 se obtuvieron 
porcentajes altos para el gen cagA+, en especial en las regiones de Almería e Ibiza, donde 
los porcentajes fueron del 70 y 81 %. La excepción fue Madrid donde los porcentajes de 
cepas cagA+ fueron mucho menores, de un 27%. Es importante señalar que el gen cagA 
presenta variación en sus alelos y difiere de unas cepas a otras, la aplicación de diferentes 
iniciadores para la detección del gen cagA sería de gran interés para estudiar la posible 
variabilidad del mismo en las cepas aisladas de diferentes zonas (Miehlke 1996; 




 CagA es una proteína altamente inmunogénica con un peso molecular de 120 y 
140 KD (Covacci  1993; Tummuru  1993). La variación en el tamaño de cagA es debido 
a las secuencias repetitivas en la región 3’ del gen denominadas “EPIYA motifs”.  Las 
cepas aisladas en países occidentales (países europeos y Estados Unidos) poseen la 
secuencia EPIYA-A y la secuencia EPIYA-B seguida del segmento EPIYA-C 
(Panayotopoulou 2007). 
  La mayoría de las cepas de países como Japón, Corea y China, también poseen los 
segmentos EPIYA-A y EPIYA-B pero no el segmento repetible EPIYA-C, en su lugar 
tienen una secuencia con un sitio EPIYA diferente, denominado segmento EPIYA-D 
(Argent 2004; Atherton JC 1995; Azuma T 2004; Higashi 2002). De acuerdo con esto, la 
mayoría de los aislamientos de H. pylori cagA+ incluidos en el estudio de los 
aislamientos del 2008 o de 1994 poseían tres sitios EPIYA siendo estos el A, B y C. 
Solamente 2  cepas del estudio del año 2008 presentaron en su secuencia tres sitios 
EPIYA siendo estos A, B y D, sin encontrar ninguna relación entre esta secuencia y la 
procedencia de los pacientes. 
Se intentó estudiar la relación, en las cepas del año 2008, entre las procedentes de 
pacientes nacidos fuera de España y tener una secuencia en el gen cagA diferente a 
EPIYA-A, B y C, y se encontró que el 53 % de los pacientes nacidos fuera de España 
tenían una secuencia distinta a esta, esta diferencia es estadísticamente significativa si se 
compara con los pacientes nacidos en España. 
 El número de sitios EPIYA se correlaciona directamente con los niveles de 
fosforilación de tirosina, estos hallazgos sugieren que las cepas que poseen un mayor 




número (Hatakeyama  2004).  Según estudios previos la incidencia de cáncer gástrico es 
más alta en pacientes con múltiples repeticiones comparado con los pacientes que están 
infectados con cepas con menos repeticiones “EPIYA motifs”. Las cepas con múltiples 
repeticiones tienen una reducida supervivencia en medio ácido, sugiriendo esto que 
pueden adquirir mayor número de repeticiones EPIYA cuando se desarrolla la atrofia y la 
hipoclorhidria (Yamaoka 2008). De las cepas estudiadas en el año 2008 y en el año 1994, 
un 26% de ellas, en cada periodo de tiempo poseían más de tres sitios EPIYA en la 
secuencia 3’ del gen cagA.   
 El 37.4 % de las cepas procedentes de adultos poseían más de tres sitios EPIYA 
en el producto amplificado del gen cagA. Mientras que sólo un 15% de los aislamientos 
procedentes de niños tuvieron más de tres sitios EPIYA. Este hecho ya ha sido 
previamente observado por el grupo de Panayotopoulou et al, y podría ser explicado 
porque la bacteria fuera adquiriendo distintos sitios EPIYA durante su tiempo de 
colonización a lo largo de la vida (Panayotopoulou 2007). 
 
 En este trabajo encontramos que las cepas que poseían el gen cagA eran menos 
resistentes a claritromicina (48% versus 14.7%) (Broutet 2003). Esto hecho ya ha sido 
notificado por varios autores (Domingo 1999, Doorn 2000, Ryan 2001, Yakoob 2004, 
Francesco 2006). Una posible explicación podría ser que las cepas cagA positivas se 
dividen y por tanto crecen más rápidamente que las cepas cagA negativas. Los 
antibióticos son más activos durante la división de la célula, por lo tanto son más activos 




Hay otras dos posibles explicaciones descritas, una de ellas es que las células 
cagA positivas producen más nivel de citoquinas pro-inflamatorias como IL-8 e IL-1β 
que las cepas cagA negativas, parece ser que estas citoquinas pro-inflamatorias son 
potentes inhibidores del ácido gástrico, como consecuencia el ambiente que crean es 
menos hostil para la actuación del antibiótico. Además, en relación con esto, las cepas 
más virulentas son las que inducen mayor inflamación en el epitelio gástrico de manera 




















5. 4 Estudio del gen vacA. 
La proteína VacA, que in vitro induce la vacuolización de las células epiteliales, 
está codificada por el gen vacA. Todas las cepas de H. pylori poseen el gen vacA pero no 
en todos los aislamientos se manifiesta la actividad citotóxica y en los que se manifiesta 
no lo hace de igual manera. El gen vacA de H. pylori fue considerado desde finales de los 
años 80, un marcador de virulencia y al igual que ocurre con el gen cagA se relaciona con 
distintas patologías. Las diferencias genómicas en vacA están localizadas en la secuencia 
de la región señal (s1 o s2) o en la región media (m1 o m2).  
 Los alelos s1 están más relacionados con el nivel de inflamación gástrica, la 
prevalencia de úlcera duodenal y con más daño en el epitelio gástrico. 
 En este trabajo se detecta que el gen vacA está presente en todas las cepas como 
había sido publicado anteriormente (Phadnis 1994). En los aislamientos procedentes de 
las cepas aisladas en el año 2008, en el 63.2 % de los casos se detectó la presencia de una 
combinación del gen vacA s2m2 y en el caso de las cepas aisladas en el año 1994, la 
presencia de la combinación alélicas s2m2 estuvo presente en un 40.6 % de las cepas, 
como en otros estudios publicados anteriormente en nuestra región (Alarcón 1999). 
 En cuanto a las cepas estudiadas de los aislamientos clínicos del año 2008, no se 
encuentran diferencias significativas en la distribución de los tipos de alelos en el grupo 
de pacientes adultos o pediátricos. Sí que se encuentra una diferencia estadísticamente 
significativa entre la combinación alélica del gen vacA de los pacientes nacidos en 
España (s2m2) y los pacientes nacidos fuera de España (no s2m2). La distribución de los 
diferentes alelos del gen vacA se ha observado que es diferente de unos países a otros, por 




prevalentes; en el caso de Alemania o Inglaterra las combinaciones más frecuente son 
s1m1 y s1m2, respectivamente (Francesco 2006). 
 Cuando se estudian los porcentajes por regiones en los aislamientos clínicos del 
año 1994 se observa que el alelo s1 era el predominante en las regiones de Almería e 
Ibiza, en Avilés un 50 % de las cepas poseían la combinación alélica s2m2, mientras que 
en Madrid el 72 % poseían está última combinación alélica del gen vacA. Si se comparan 
estos datos con los datos de los aislamientos del año 2008, se puede observar que la 
combinación alélica más frecuente en Madrid en los dos periodos de tiempo es s2m2. 
 Otra observación de nuestro estudio es que la mayoría de las infecciones 
producidas por H. pylori estaban producidas por una única cepa de dicho 
microorganismo, excepto en cuatro casos del 2008 y cuatro casos del 1994, todos ellos 
eran infecciones producidas en pacientes pediátricos. Hay discrepancias con artículos 
previos  publicados en China o Méjico dónde la infección por H. pylori es mucho más 
frecuente que esté producida por más de una cepa que a su vez presenta una combinación 
de múltiples mosaicos del gen vacA (Francesco 2006). 
  
En nuestro estudio hemos encontrado una minoría de cepas con la combinación 
alélica  s2m1, esta es una combinación raramente descrita, ya que tiene una desventaja 
selectiva para desarrollar la enfermedad. Se han encontrado en algunos aislamientos en 
trabajos de Chile, Méjico y Sudáfrica (Francesco 2008).  
  
En cuanto a la relación del gen vacA con la resistencia a claritromicina, se ha 




antibiótico que otras combinaciones. Las cepas con combinaciones alélicas del gen vacA 
distintas a s2m2 producen mayores cantidades de toxina, lo que induce una elevada 
liberación de sustancias mediadoras en los procesos inflamatorios, este aumento de la 
inflamación lleva consigo que los antibióticos lleguen mejor a su lugar de acción y se 
produzca así una más fácil erradicación de estos microorganismos (van Doorn 1997). 
  
En este trabajo también se ha estudiado la región intermedia del gen vacA que 
parece que pueda estar relacionada según su combinación alélica con la producción de la 
citotoxina vacuolizante y la producción de patogenicidad. Se han estudiado las cepas 
s1m2 de ambos periodos de tiempo y se ha visto que tenían en la región intermedia el 
alelo i1. Estudios recientes han demostrado que pacientes infectados con cepas con la 
región del gen vacA i1 se asocian más con el desarrollo de cáncer gástrico en poblaciones 
de Irán y Turquía. Hasta ahora no se ha publicado ningún estudio que haga referencia a la 
relación de esta región del gen vacA y la terapia erradicadora de H. pylori (Rhead 2007, 












5.5  Relación del gen cagA/vacA. 
 Es probable que sea la combinación de estos dos genes la mejor forma de expresar 
el poder patógeno de un aislamiento de H. pylori (Alarcón 2000, Qiao 2003). La 
combinación alélica del gen vacA más frecuente fue s2m2 y fue detectada más en cepas 
cagA negativas. La presencia de cagA está fuertemente asociada  a la presencia del alelo 
s1. La asociación del gen cagA y de los alelos s1m1 del gen vacA se encuentra también  
en estudios similares realizados en otros países europeos (Francesco 2006). 
En nuestro estudio se puede ver una diferencia en la sensibilidad a claritromicina 
entre los distintos genotipos de H. pylori. El presente trabajo indica que las cepas s2m2, 
cagA negativas son más resistentes a claritromicina que las combinaciones alélicas del 
gen vacA s1/m1 o m2 y cagA positivas, coincidiendo con artículos previamente 















5.6 Estudio de la inserción de 180 pares de bases. 
H. pylori muestra una diversidad genética, atribuida a la capacidad de 
recombinación y la transferencia horizontal de genes. Durante el largo tiempo  de 
colonización puede haber infección por poblaciones bacterianas genética y 
fenotípicamente heterogéneas.  
Los estudios de las secuencias de DNA polimorficas pueden sugerir diferentes 
orígenes geográficos. Se ha descrito una inserción de 180 pares de bases en la región del 
promotor jhp0152 en la cepa J99 y que está ausente en la cepa 26695. Parece estar 
relacionada con cepas procedentes de África, según estudios previos (Shannon 2004).        
Dada la cercanía de nuestra región a dicho continente se realizó el estudio de esta 
inserción, encontrándose solamente en un mínimo porcentaje de nuestras cepas (18%) y 
no encontrando ninguna relación con la procedencia de los pacientes. Tampoco se 
encontró asociación estadísticamente significativa entre la presencia de esta inserción y 













5.7 Estudio del gen hspA. 
Recientemente, se ha demostrado que H. pylori sintetiza dos proteínas de choque 
térmico con diferentes características antigénicas. La proteína de choque térmico A 
(HspA) tiene dos dominios y las diferencias en la secuencia nos puede dar información 
de la procedencia geográfica. Hay dos estudios publicados en el que encuentran 
anticuerpos frente a esta proteína en un 40 % de los pacientes (Pérez-Pérez 1996; 
Suerbaum 1994). 
 El dominio A de la secuencia de esta proteína nos puede dar información de si la 
cepa es de procedencia africana o no, y el domino B nos puede decir si nuestra cepa es de 
procedencia asiática, africana o no asiática no africana. 
    En nuestro estudio de las cepas del año 1994, sólo se encontraron 3 cepas 















5.8 Estudio MLST. 
 Se estudiaron las secuencias de 7 genes (atpA, efp, mutY, ppa, trpC, ureI, yphC) 
de 10 cepas de H. pylori que poseían alguna característica especial. Se estudiaron  2 
cepas procedentes de pacientes de origen gitano, para ver la procedencia de Helicobacter 
en esta población; 3 cepas que tenían la combinación alélica del gen vacA s2m1, ya que 
es muy poco frecuente; 2 cepas con la combinación alélica s2m2 con el gen cagA + y tres 
cepas que poseían el gen cagA: dos con tres sitios EPIYA característicos de cepas 
procedentes de Asia y una con seis sitios EPIYA. Se realizó un análisis comparativo en la 
base de datos del “MLST” para ver sí se encontraba relación con algunas de las cepas 
previamente publicadas pero no se encontró ninguna similitud con otras cepas publicadas 














































1. La PCR a tiempo real a partir de biopsia gástrica es una técnica molecular 
que permite obtener resultados rápidos y con una excelente correlación con 
el cultivo de la biopsia. 
 
2. La PCR convencional con posterior hibridación en fase sólida a partir de 
biopsia gástrica es una técnica molecular que produce resultados de fácil 
interpretación y con buena correlación con los métodos clásicos de 
diagnóstico. 
 
3. La resistencia a claritromicina fue del 30% en los datos obtenidos de los 
aislamientos clínicos del año 2008 y se encontró más frecuentemente en cepas 
procedentes de pacientes nacidos en España, niños,  con tratamiento previo 
frente a H. pylori y colonizados con cepas menos virulentas. 
 
4. La mutación que confiere resistencia a claritromicina más frecuente fue en la 
posición A2143G de la secuencia 23S del RNA ribosómico. 
 
5. La combinación de los genes de virulencia que se obtuvo más frecuentemente 
fue: cepas cagA negativas y con los alelos del gen vacA  s2m2. 
 
6. La región del gen vacA intermedia con el alelo i1 está asociada con el alelo s1 





7. En la mayoría de las cepas estudiadas la secuencia del gen cagA 
predominante fue de tres sitios EPIYA, siendo estos A, B y C. 
 
8. Las cepas procedentes del año 1994 fueron menos resistentes a claritromicina 
y presentaron con mayor frecuencia el gen cagA y el alelo s1 del gen vacA. 
 
9. No  se encontró ninguna asociación entre la secuencia de inserción de 180 pb 
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